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Depuis lobservation de Hitchens et Tingley [48], confirmée 
par Sordelh [48], puis par divers autres auteurs |[8, 44, 9, 34], il 
est devenu habituel d’utiliser pour la production des sérums anti- 
diphtériques, des chevaux présentant une immunité naturelle 
i la diphtérie. 

La sélection de ces animaux peut éire réalisée soit par la réac- 
iion de Schick, soit par titrage des anticorps antitoxiques pré- 
sents dans leur sérum avant le début de l’immunisation. 

Les chevaux Schick négatifs ou présentant au moins 0,1 UI 
d’antitoxine par millilitre, se révélent en général meilleurs pro- 
ducteurs d’antitoxines. On peut les hyperimmuniser dans des 
délais plus brefs. 

Glenny [42] a étudié Vorigine de cetle antitoxine antidiphtérique 
présente dans le sérum de certains chevaux, qui parait étre due 
2 un contact ancien avec le bacille diphtérique et sa toxine. 


(*) Manuscrit recu le 9 octobre 1958. 
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Quelle que soit l’origine de cette immunité naturelle, elle 
donne, aux chevaux qui la présentent, une aptitude particuliére 
& ja production rapide d’anticorps « avides ». Glenny cl 
Stidmersen (44), Barr et Glenny {8} ont étudié ce phénoméne 
en détail. ; 

Les chevaux dépourvus d’immunité antidiphtérique de base 
seraient done en général de plus mauvais producteurs d’anti- 
toxines que les chevaux presentant un certain degré d’immuniteé 
naturelle, sous les réserves exprimées par Glenny et Barr (1). 

Ramon (34) a émis une opinion plus nuancée. Les chevaux 
présentant un certain degré d’immunité antidiphtérique au début 
de gs eens on verraient simplement leur taux d’anti- 
toxine s’élever plus rapidement que les chevaux Schick positifs. 
Avec un bon agent immunisant, ces derniers atteindraient le 
méme taux final moyen que les chevaux Schick nég gatifs, si 
Vhyperimmunisation est prolongée pendant une période “sulfisam- 
ment longue. 

Des observations analogues ont été faites pour la production 
d’antitoxine antitétanique ; il ne s’agit plus alors d’une immunité 
naturelle, mais d’une immunité acquise. Les chevaux vaccinés 
contre le tétanos longtemps avant leur utilisation sont de meilleurs 
producteurs d’antitoxine antitétanique que les animaux non 
vaccinés [44, 35, 36]. 

Nous avons, dans un travail antérieur, étudié Vhyperimmunisa- 
tion de chevaux présentant une immunité de base naturelle, par 
des anatoxines diphtériques de haute pureté {48}. 

Ces chevaux ont montré des différences significatives dans la 
formation d’anticorps. 

Certains chevaux réagissent au début de l’hyperimmunisation 
uniquement vis-a-vis de l’anatoxine et forment des anticorps 
dirigés contre cette protéine considérée comme une molécule de 
structure unique et bien homogéne. Ces anticorps, testés par les 
techmiques de double diffusion en gélose de Oakley et Ful- 
thorpe [27] et de Ouchterlony [28, 29, 30} contre des toxines brutes 
concentrées, donnent une seule ligne de précipitation spécifique. 
Nous avons cependant démontré que ces anticorps sont en réalité 
hétérogenes |38, 46}. 

D’autres chevaux réagissent dés le début de Vhyperimmunisa- 
lion vis-a-vis des impuretés présentes méme en trés faible quan- 
lité dans les préparations de toxine purifiée. Ces anticorps, que 
nous avons appelés « anticorps accessoires », sont présents dés 


(1) Certains chevaux sans anticorps circulants décelables ont en effet 
une immunité antidiphtérique potentielle qui se révéle facilement. 
Apres une seule injection d’anatoxine, ils fournissent en effet une 
réponse de type secondaire, alors que les animaux sans immunilé 
potentielle fournissent une réponse de type primaire [4]. 
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Je début de lhyperimmunisation ; les chevaux forment, dans ce 
dernier cas, peu d’anticorps antitoxine diphtérique. 

Des observations du méme genre ont été faites par d'autres 
auteurs. 

Glenny (42, 43, 15] a étudié la « concurrence des antigenes » 
lorsqu’on immunise des chevaux contre plusieurs anatoxines 
(diphtérique, tétanique, toxines anaérobies). ‘Les taux d’anti- 
loxines contre chacune de ces toxines étaient toujours plus faibles 
chez les chevaux soumis 4 une hyperimmunisation mixte que chez 
les chevaux hyperimmunisés contre une seule toxine. 

Barr et Llewellyn-Jones |5, 6, 7] signalérent les mémes faits 
et montrérent que Vimmunité de hase joue également un role 
trés important. Si animal présente une immunité de base contre 
lun des anligénes présents dans une préparation vaccinante hété- 
rogéne, il y aura surtout formation d’anticorps dirigés spécifi- 
quement contre cet antigéne, la production d’anticorps envers les 
autres antigénes diminuera. 

Des résultats analogues ont élé obtenus par d'autres auteurs [4, 2) 
qu) ont tous montré que les facteurs A considérer dans le domaine 
de Ja « réponse immunilaire » sont : les proportions des antigénes 
employés, les quantités injectées et la présence d’immunité de 
base. Nous rappellerons aussi le fait que certaines protéines 
peuvent élre de meilleurs antigénes que d’autres et que la pré- 
sence d’un tel antigéne dans une préparation hétérogéne peut 
amener Ja formation d’anticorps spécifiques a taux élevé, méme 
si sa concentration est faible [8, 24]. 

Nous avons montré, par la technique d’immuno-clectropho- 
rese [43, 44, 45} que les anticorps antidiphtériques de cheval 
peuvent ¢tre associés aux y-globulines et aux 6,-globulines, 
comme l’avaient déja signalés d’aulres auteurs |49, 20]. 

Ceux des chevaux qui ont donné des taux élevés d’antitoxine 
finale ont en général présenté durant Vhyperimmunisation une 
premiére phase ot l’antitoxine était de type y-globuline prédo- 
minante, suivie d’une deuxiéme phase ott l’antitoxine était uni- 
quement de type By. 

Dans la premiére phase, le rapport L+/Lf était élevé, voisin 
de 2; dans la deuxiéme phase, il était voisin de 1. Parallélement, 
la forme de la courbe de précipitation quantitative changeaitl : 
les y-globulines donnaient une courbe de type précipitine (ou 
type lapin), les p,-antitoxines donnaient une courbe de type flocu- 
lation (ou type cheval) [44, 45}. 

Nous rapportons dans celte étude les résultats obtenus en 
immunisant avee une anatoxine de haute pureté adsorbée sur 
phosphate de calcium, des chevaux ne présentant pas au départ 
une immunilé antidiphtérique naturelle. 


Ce eee eee et eee et! 
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Les recherches antérieures sur l’hyperimmunisation de ces 
animaux ont été faites avee des préparations non purifiées. La 
formation d’anticorps accessoires devait done étre fréquente, 
quoique non toujours reconnue. 

L’emploi d’une anatoxine pure nous a semb!é étre le moyen 
d’obtenir des titres ¢levés d’anticorps antitoxiques. 


MATERIEL ET METHODES. 


La toxine diphtérique pure titrant 3000 UF/mgN a été préparée 
selon une technique anlérieurement décrite [37, 47] ; elle ne présente 
qu’un seul constituant antigénique décelable par les techniques de 
précipitation spécifique en gel. 

La toxine a été détoxifiée par le formol ; elle est d’abord dialysée 
contre une solution de bicarbonate 4 0,1 p. 100; on ajoute ensuite 


Tasreau JT. — Hyperimmunisation de chevaux a Schick positif. 
Premiére phase: avec de l’anatoxine pure. 
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une certaine quantité de formo] neutre (préparation commerciale 
a 35 p. 100) de facon 4 obtenir une concentration finale de 2 p. 1000 
(volume/volume). 

La toxine reste 4 37° jusqu’d détoxification compléte. L’anatoxine 
ainsi obtenue est adsorbée sur phosphate de calcium [40, 46, 47]. 

Le titrage in vitro de l’antitoxine est fait par la méthode de flocula- 
tion, selon la technique Ramon [33] avec un sérum étalonné avec 
le sérum étalon international de floculation de Copenhague. 
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Tanreau I bis, — Hyperimmunisation de chevaux a Schick positif. 
Deuxiéme phase: avec de l’anatoxine brute. 
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Sauf pour Je cheval n° 82 


Le titrage du pouvoir neulralisant in vivo a été fait sur cobaye, au 
niveau L+/l, selon la technique classique [34]. 

Les chevaux choisis (n° 824, 825, 854 et 859) présentaient au départ 
moins de 0,1 unité antitoxique par millilitre de sérum. 

L’hyperimmunisation avec J’anatoxine pure a été faite jusqu’au 
vingt-cinquiéme jour pour les chevaux 854 et 859 et jusqu’au trente 
et uniéme jour pour les chevaux 824 et 825. 

Aprés une courte période de repos jusqu’au quarante cinqui¢me 
jour, les chevaux ont été immunisés avec de l’anatoxine brute. Nous 
avons voulu contréler si les animaux continueraient 4 former de 
Vantitoxine ou s’ils allaient former de facon prédominante des 
« anticorps accessoires ». 


ResuLTATS. 


Les tableaux I et [ bis montrent le protocole d’immunisation 
ainsi que les résultats de certaines saignées. Le tableau IL repro- 
duit les caractéres des antitoxines des saignées principales. 

La figure 1 montre la montée des anticorps pendant la pre- 
miére période de ’hyperimmunisation et la figure 2 les rapports 
in vivo/in vitro des saignées principales. 
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La detection par la toxine (A un seul constituant antigénique) 
permet de différencier l’antitoxine des anticorps accessoires. 
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Tous les chevaux ont formé au début de Vhyperimmunisation 
des anticorps de type y-globuline en quantité élevée ; dans une 
deuxiéme phase de V’hyperimmunisation, il y a surtout formation 
de f,-antitoxines (pl. II, tableau II). Ces résultats sont done 
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conformes & ceux oblenus chez des chevaux présentant © une 
immunité de base |43}. 

Le pouvoir neutralisant des anticorps n’évolue pas de fagon 
paralléle au pouvoir floculant des anticorps. Le pouvoir neutra- 
lisant augmente beaucoup plus lentement que le pouvoir préci- 
pitant, si bien que les rapports in vive/in vitro (L+/Lf) des 
sérums sont trés bas. 

Aprés une hyperimmunisation tres prolongée, il y a formation 
d’anticorps neutralisants et les rapports se rapprochent de plus 
en plus de Vunité. 

Il n’y a done pas de correspondance obligatoire entre les 
valeurs élevées, voisines de 2, du rapport L+/Lf et la locali- 
sation des antitoxines dans les y-globulines, comme les résultats 
de Kekwick et Record [49, 20], Cimader ct Weitz [40] et les 
notres [44, 45] le laissaient supposer. 


Drscusston. 


La formation d’anlicorps antitoxine diphtérique a été étudiée 
antérieurement chez des chevaux sans immunilé de base. Cette 
étude a déja fait Pobjet de plusieurs recherches, agent immu- 
nisant élant en général représenté par une anatoxine brute. Les 
résultats ont toujours été trés nets : les chevaux sans immunité 
de base se montraient de médiocres producteurs d’antitoxine. Ces 
faits ont conduit & éliminer dans la pratique ces animaux pour 
la production commerciale des sérums. antiloxiques. 

Les données sur la concurrence antigénique nous ont fait sup- 
poser que les échecs pouvaient en partie lui étre imputés. Les 
préparations employées jusqu’&a nos expériences et celles de 
Pope |32]} pour Vhyperimmunisation étaient trés impures et 1] 
nexiste @ priori aucune raison pour quil y ait formation d’anti- 
corps antitoxiqnes en quantité élevée par rapport aux anticorps 
accessoires, 

Les filtrats de cullure du bacille diphtérique contiennent. 
outre la toxine spécifique, de nombreux antigénes, Il a été 
démontré que les sérums des animaux hyperimmunisés avec ces 
préparations contiennent également outre lantitoxine, de nom- 
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breux anticorps accessoires. Nous avons montré que la forma- 
lion de ces anticorps est supprimée si les animaux sont hy per- 
immunisés avec des anatoxines pures [43]. Ces résultats ont été 
confirmés par d’autres auteurs [32]. 

Celte étude montre que les résultats obtenus avee des chevaux 
sans immunité de base ne tiennent pas a une certaine incapacité 
des animaux a produire des anticorps antitoxiques, mais sont 
plutot en rapport avec les préparations dantigénes employées. 

Les quatre chevaux que nous avons immunisés ont formé des 
anticorps antitoxiques floculants. Nous n’avons pas eu, comme 
cela a été le cas pour le méme type d’expériences chez des ani- 
maux avec immunité de base, des chevaux réagissant surtout vis- 
é-vis des impuretés présentes dans les préparations vaccinantes, 
méme en faible quantité et ne formant pas d’anticorps anti- 
toxiques [43]. 

Les anticorps antitoxiques formés chez le cheval sans immu- 
mté de base au début de Vhyperimmunisation sont néanmoins 
différents des anticorps généralement rencontrés. Ces anlicorps 
précipitants ont seulement un trés faible pouvoir neutralisant. 

Les caractéres de ces anticorps peuvent étre expliqués de deux 
Jacons : 

1° Les anticorps de début d’immunisation sont mal adaptés au 
motif antigénique de la toxine et donnent avec celle-ci des combi- 
naisons labiles, aisément dissociables in vivo. 

2° La molécule de toxine posséede plusicurs groupements anti- 
géniques différents. Un seul d’entre eux donne naissance 4 des 
anticorps neutralisants. Les autres molifs antigéniques donnent 
naissance a des anticorps non neutralisants. 

Cette hypothése est analogue a celle qui a élé défendue par 
Lapresle | 22. 23, 24, 25, 26} en ce qui concerne le systeme sérum- 
albumine humaine et anticorps correspondants. Nous dévelop- 
perons ailleurs les arguments expérimentaux qui sont en faveur 
de la validité de cette deuxiéme hypothése [88, 39, 46). 


ResuMe. 


La formation d’anticorps antidiphtériques chez des chevaux 
sans immunité de base a élé étudiée, 

Avec une anatoxine pure, il y a formation @’anticorps précipi- 
tants chez tous les animaux étudiés, 

L’emploi d’une anatoxine brute au cours de Vhyperimmunisa- 
lion provoque la formation d’anticorps accessoires. Les anticorps 
sont associ¢s aux fp, et aux y-globulines du sérum. 

Les deux types d’anticorps eas et B,) sont, au début de Vhyper- 
immunisation, faiblement neutralisants. Les rapports in vivo/in 
vitro sont tres bas, 
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SUMMARY 


PREPARATION OF ANTI-DIPHTHERIA SERA OF HIGH FLOCCULATING TITER 
AND LOW NEUTRALIZING CAPACITY, 
BY MEANS OF IMMUNIZATION OF SCHICK-POSITIVE ITORSES 
WITH A HIGHLY PURIFIED TOXOID. 


The formation of diphtheria antitoxin has been studied in 
Schick positive horses. 

A pure toxoid induces the formation of precipitating antibodies 
in all the animals. 

Replacement of the pure toxoid by a non purified one results in 
formation of antibodies against other diphtheria proteins (« acces- 
sory antibodies »). The antibodies are localized in the p, and 
y-globulin serum fractions. 

Both types of antibodies have at the beginning of the hyper- 
immunization low neutralizing titers. The L+/Lf values are low. 
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L’‘ACTION DES ANTIBIOTIQUES 
SUR DES SOUCHES DE BACILLUS LARVAE WHITE 
D’ORIGINE GEOGRAPHIQUE DIFFERENTE 


par C. TOUMANOFF et M™e L. MALMANCHE (*). 


(Institut Pasteur) 


Dans des publications antérieures ont été présentés les résul- 
tats concernant l’effet des antibiotiques sur diverses bactérics 
zérobies sporogénes [8, 4]. 

Parmi les bacilles pathogénes pour les insectes, Bacillus larvae 
White, agent pathogéne de la lJoque américaine des larves 
(abeilles, présente des particularités quant 4 sa culture. 

En effet, ce germe ne pousse pas sur gélose ordinaire et on 
ne peut le cultiver que sur ce milieu additionné de jaune d’ceul 
aims} que sur certains milieux synthétiques en moma de fac- 
leurs de croissance. 

On trouvera des renseignements sur ce germe et son compor- 
lement dans diverses conditions, dans un exposé d’ensemble que 
nous avons pubhé antérieurement [5]. 

D’aprés les observations effectuées sur la loque américaine en 
France et ailleurs, il semble bien que cette affection, quoique étant 
une maladie trés grave du couvain, puisse parfois, localement, 
étre bénigne et méme, dans certaines conditions, disparaitre des 
ruchers atteints. 

I] n’est pas exclu ainsi quil existe dans diverses régions géo- 
graphiques des souches différentes de ce germe, 

La culture de B. larvae s’avérant, comme nous l’avons dit. peu 
commode, il est difficile de distinguer les souches d’origine diffé- 
rente en ayant recours a leurs seules propriétés biochimiques. 

Nous avons pensé qu'il serait intéressant de savoir si la sensi- 
bilité de souches de Bacillus larvae White d’origines géogra- 
phiques différentes ¢tait variable a l’égard de divers antibiotiques. 

L’effet des antibiotiques sur Bacillus larvae, agent pathogéne 
de la loque américaine des abeilles, a été étudié par certains 
auteurs (Haseman, 1948 [4]; Katznelson, 1950 [2)). 


(* 


) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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Haseman rapporte avoir obtenu un certain succes dans le trai- 
lement de cette forme de loque par la pénicilline et la strepto- 
mycine, mais attire l’attention sur la difficullé d’application des 
antibiotiques dans les ruches. 

Watznelson, au Canada, a élabli que, parmi 13 antibiotiques 
dont il étudia action sur B. larvae, c’est Vauréomycinee qui ful 
le plus actif contre ce bacille, suivi par la chloromycétine, la 
streplomycine, la clavicine, la gliotoxine, la subtiline et la tyro- 
Ilricine, mais que néanmoins la pénicilline et aussi la clavicine, 
1) bacitracine, la subliline et méme l’auréomycine n’ont pas 
empéché le développement de la loque américaine chez les larves 
(un rucher. 

Cet auteur conclut qu’on ne saurait utiliser les antibiotiques 
dans le traitement de la loque américaine, la plupart des antibio- 
liques n’exercant pas d’effet sur les spores et le milieu de la 
ruche se prétant trés mal a leur action in vivo. 

Nous avons essayé, en utilisant la technique habituelle des 
disques, de reconnaitre l’effet sur Bacillus larvae de douze anti- 
biotiques. 

Nos essais ont porté sur les souches que nous avons isolées 
des spécimens de couvain qui nous ont été adressés du Japon 
(Saitana), d’Angleterre, d’Afrique du Nord: Oran, Aboukir et 
Habra (Algérie), de France (de Digne et du Doubs). 

Les bacilles ont été ensemencés dans des boites de Petri sur 
milieu gélose-sérum additionné de jaune d’ceuf. Nous n’avons 
pas pu utiliser le milieu standard de l'Institut Pasteur pour les 
antibiotiques, car méme aprés addition de jaune d’ceuf, la crois- 
sance du germe n’a pas été obtenue sur ce milieu. 

L’effet des antibiotiques a été établi par une simple mesure des 
zones d inhibition, dont Vapparition avec certaines souches 
dénote que la diffusion des antibiotiques se produit bien dans ce 
mulieu. 

Le tableau I montre les résultats obtenus. 

Comme on le voit par ce tableau, la souche du Japon (Saitana) 
s'est montrée la plus sensible a l’égard des antibiotiques, ayant 
présenté au bout de quatre jours de culture des zones (inhibition 
avec 8 antibiotiques sur 12, et plus particuliérement avec J’éry- 
thromycine. 

La croissance de la souche isolée du couvain d’Angleterre n’a 
présenté, au bout de quarante-huit heures, qu’une inhibition tar- 
dive avec la tétracycline. 

En ce qui concerne les trois souches d’Algéric, elles se sont 
comportées différemment. C’est ainsi que la souche isolée du 
couvain recu de M. Paradeau, de Habra, s’est montrée résis- 
tante 4 tous les antibiotiques utilisés; celle d’Aboukir ne pré- 
senta une zone d’inhibition nelte qu’avee Je echloramphénicol et 
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l,steau L|. — Souches de Bacillus larvae cultivées en présence 
d’antibiotiques (milieu gélose sérum 4 l’euf en boite de Petri) 


: :Tetra- +;Aureo- 
ésultats: cycline: mycine mycine:frythro-smycine smycine 
n jours :diam/mm :diam/mm diam/mm:mycine :(Rova- 3 (Hagna- 


: Terra-: :Spira- 
: : : : :diam/mm :mycine) :mycine) 
: : 


on 


Souches 


:diam/mm :diam/mm| 


Bacillus larv H 
du Japon (Saitana) 


Bacillus larvae 
dad’ Angleterre 


Bacillus larvae 3 24h : Jl mm:12,5 mm +ts ie) : ie) : re) H ie} 
de Digne 8 48 h 3 11 mm:12,5 mom ++: ie} 3 ie) 3 ie} : 6) 
| 3 4j : 12 mm++:12,5 mm ++: ) : (0) H 0) 3 (0) 
Bacillus larvae: 4j : : : 70) ao eae 
Paradeau Algérie) ; 3 : $ : : : 
Bacillus larvae 3 48h : 21 mm; e2l mm ¢ ) : 0 : fe) : 0 
Oran H 4 j > 21 mm; 21 mm ++ 3 0 $ 0 $ 0) $ (e) 
Bacillus larvae : 48h ¢ 0 : (6) : 0 3 0 H ie} H 0 
Aboukir 3 S&B Jj s 3 i H : 3 
Bacillus larvae $ 48 +s (0) A 21 mm (0) 3 ie) : 0) 726 mom 
du Doubs p 4 j <324 mm ++: 21 mm ++ ¢ 25 mm : (e} : (0) :26 mm 


++ Zone dinhibition trés nette; 0 Pas de zone d’inhibition. 


assez forte apres huit jours de croissance avec la bacitracine. 

La souche d’Oran, par contre, fut sensible a légard de Ja tétra- 
cycline, de la framycétine et de la pénicilline, se montrant résis- 
tante a4 Végard des autres antibiotiques utilisés. 

Les souches frane¢aises, celle de Digne et du Doubs, se montrent 
plus ou moins semblables, celle du Doubs cependant est sensible 
a un plus grand nombre d’antibiotiques. En effet, elle a été 
inhibée par la tétracycline, Vauréomycine, la bacitracine, Ja 
streplomycine et la pénicilline, soit 9 antibiotiques sur 12 uti 
lisés. Par contre, celle de Digne s’est avérée résistante a l’égard 
de la carbomycine et de la streptomycine et n’a montré, comme 
on peut le voir dans notre tableau, que tardivement des zones 
dinhibition avec certains antibiotiques actifs 4 l’égard de la 
souche du Doubs. 

Nos essais répélés a plusieurs reprises ont ainsi montré que 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1, — « Bacillus larvae » du Japon (Saitana). Culture de dix jours sur milieu 
gélose-sérum & Voeuf. 
Fre. 2. — « Bacillus larvae » d’Angleterre. Culture de dix jours sur milieu gélose- 
sérum a lceuf. 
Antibiotiques employés; T: Tétracycline; A: Auréomycine ; 0: 


‘ Terramycine 
E: Erythromycine ; S: Spiramycine (Rovamycine). 


Pie. 
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Tasceau II. — Souches de Bacillus larvae cultivées en présence 
d’antibiotiques (milieu gélose sérum & l’euf en boite de Petri) 


sresultats: Framy- :Baci- 


:Chloram-:;Strepto- 


Souches sen jours :cétine s:tracine:phenicol:mycine : line 

A iamn/mn dam/mm:diam/mm :diam/mm :diam/mm 
--------------------- $--------- 3 ------- ¥--------3 --------3 --------- 
Bacillus larvae : 48h ¢ 0 : (0) H ie) : (e) 
du Japon (Saitana) 3 Ane 3s ) 5 6 >: 12mm 3: 25 m 
Bacillus larvae : 48h ie} 0 “1éiwels. 01S male nG. | G.ee ea | 
d’Angleterre : eee (e} 3 $ ie} 2 O 

$8 2 LON 4's H H 5 
Bacillus larvae $ ee ee 0 : ee oe eee eee | 
de Digne . H 46h + (6) H ie} 3 0) : 

3 ai cs 31 mm ++3 0 : 11 om} 
Bacillus larvae H af 8 i@) 3 0 7 0 . weobee ons eaae tae 
(Paradeau Algerie) : : : 3 : $ 3 
Bacillus larvge : 48h + 10 mam : (0) H fe) $ (6) 3 10) eye 
Oran H 4 j 3 11 mm: 6) : 0 : 0 3 fe) 230 mm ++ 
Bacillus larvae 3 48h ¢ ie) : ) H (0) : 19 mm 3; ) : O a 
Aboukir H 3 0 3 le} H H : H 

: : ) : : H : : 
Bacillus larvae : 48h :llmm: 13mm: 0 3 0 $ O | 3] mm 
du Doubs 


++ Zone dinhibition trés nette ; 0 Pas de zone d ‘inhibition. 


les souches de Bacillus larvae provenant de diverses régions géo- 
eraphiques réagissent différemment a |’égard des divers antibio- 
tiques et qu’on peut différencier diverses souches par l'emploi 
des disques imprégnés d’antibiotiques. 

On doit dire que, dans Vensemble, on ne saurait, d’aprés 
d’autres auteurs, espérer de bons résultats pratiques dans le 
traitement de cette forme de loque par les antibiotiques. Toute- 
fois des essais nouveaux dans ce sens, sils étaient entrepris, 
devraient ¢lre précédés, comme il est d’usage dans le cas d’autres 
germes pathogénes, par l’étude de laction des antibiotiques 
in vitro. 


SUMMARY 


AcTrion oF ANTIBIOTICS ON B. larvae WuitE STRAINS OF 
VARIOUS GEOGRAPHICAL ORIGIN. 


Strains of Bacillus larvae White (cause of American foulbrood 
of bee larvae) from different sources (France, England, Japan, 
North Africa) were recognized to have a different sensitivity 
iowards different antibiotics. 

There are certainly many strains of this bacillus in nature 
more or less virulent for bee larvae. It is suggested that anti- 
biotics may be used for the differentiation of different strains of 
B. larvae and also recommended that the use of antibiotics for 
treatment of American foulbrood should be preceded by a test 
of their effect in vitro. 
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ACTION DE L’INH ET DE LA D-CYCLOSERINE 
SUR LA PEROXYDASE PURIFIEE 
ET SUR L’ACTIVITE PEROXYDASIQUE 
DES BACILLES TUBERCULEUX 


par A. ANDREJEW, Ch. GERNEZ-RIEUX et A. TACQUET (*) (**). 


(Institut Pasteur de Lille) 


Nous avons vu précédemment que les souches de bacilles tuber- 
culeux résistantes a l’7INH, qui sont dépourvues de peroxydase et 
de catalase, possédent, cependant, les cytochromes des types a, 
b et c, ainsi qu’une activité cytochrome-oxydasique [4], tandis 
que les bacilles tuberculeux sensibles a l’INH possédent, a la 
fois, les activités catalasique et peroxydasique, et le systéme 
cytochrome-oxydasique. 

Nous avons signalé, d’autre part {2], que certains enzymes- 
flavines (producteurs d’eau oxygénée) ne sont inhibés par l’INH, 
ni directement ni indirectement, puisqu’ils fonctionnent, a 1 état 
isolé, aussi bien en présence qu’en l’absence d’INH, et puisqu’ils 
sont formés aussi bien par les bactéries sensibles que par les 
bactéries résistantes 4 ’INH et cultivées en présence d’INH. 

Cette production d’eau oxygénée donnait un intérét accru a la 
question de l’absence de la catalase et de la peroxydase chez les 
souches résistantes 4 l INH que nous avons étudiées. 

Dans un travail précédent [3] nous avons signalé certaines carac- 
téristiques physico-chimiques de l’action de INH et de la D-cyclo- 
‘sérine sur la catalase purifiée et lactivité catalasique des bacilles 
tuberculeux sensibles et résistants 4 l’INH ou a la D-cyclosérine. 
Nous avons montré, en particulier, que l’activité catalasique de 
cerlaines souches de bacilles tuberculeux résistantes 4 la D-cyclo- 
sérine (inhibiteur de la catalase) est fortement augmentée par 
rapport aux souches témoins. En revanche, l’activité catalasique 
des souches résistantes 4 l’INH (un autre inhibiteur de la catalase) 
est fortement abaissée ou nulle [4, 5}. 


(*) Manuscrit recu le 6 octobre 1958. 
(**) Travail exécuté avec l’aide du C.N.R.S. 
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Dans le présent travail, nous exposons Jes résultats obtenus 
en ce qui concerne !’action de VINH et de la D-cyclosérine sur 
la peroxydase purifiée du raifort et sur l’activite peroxydasique 
des bacilles tuberculeux (sensibles et résistants a ces substances) 
et de leurs extraits. 


Mérnopes. — L’activité de la peroxydase purifiée du raifort est 
mesurée au spectrophotométre de Jobin et Yvon, a 470 mu, suivant 
la méthode développée par Devlin [6] et basée sur les réactions sui- 
vantes, catalysées par la peroxydase : 


E+ S58 -> ES (1) 


isa An Se (2) 


ot E = enzyme (peroxydase), S = substrat (H,O,), ES = complexe 
enzyme-substrat, AH = donaleur d’hydrogéne (gaiacol), P = produit 
formé (polygaiacol), k, ¢tant la constante de vitesse de la formation 
du complexe enzyme-substrat (réaction 1), et k, la constante de 
vitesse de la réaction entre le complexe enzyme-substrat et le donateur 
d’hydrogéne (réaction 2). 

La vitesse d’utilisation de H,O, dépend des concentrations respectives 
du substrat (H,O,) et du donateur d’hydrogéne (gaiacol). 

En présence de H,O,, le gaiacol (C,H,.OH.OCH,) est oxydé en poly- 
gaiacol, qui est, suivant les auteurs, soit le tétragaiacol [6], soit le 
digaiacol [7]. Booth et Saunders [7] ont isolé le digaiaco] (2 : 2’-dihy- 
droxy-3 : 3’-diméthoxydiphényl), en tant que produit principal de cette 
réaction. 

I] nous a paru préférable de faire agir différentes concentrations 
(INH et de D-cyclosérine sur une méme solution de peroxydase, plutét 
que d’augmenter constamment Ja concentration de la peroxydase, afin 
que la réaction soit compléte, dans tous les cas, en trente secondes 
environ. Dans ce dernier cas, les résultats seraient difficilement com- 
parables, puisque, pour une méme concentration d’INH ou de D-cyclo- 
sérine, leur action pourrait ¢tre plus ou moins prononcée suivant la 
concentration de la peroxydase. 

Nous avons donc appliqué ce procédé [6] en tant que moyen permet- 
tant de mieux préciser la sensibilité de l’action de VINH et de la 
D-cyclosérine sur la peroxydase, dans les conditions prévues pour la 
détermination de k, et de k,, et non en tant que moyen de calcul 
de ces constantes (destinées surtout A la détermination de la concen- 
tration de l’enzyme dans les solutions non titrées). 

Outre Ja peroxydase purifiée et, éventuellement, INH et la D-cyclo- 
sérine, les cuves du spectrophotométre contiennent, pour un volume 
total de 3 ml: 

k, : 0,8 ml de tampon phosphate 0,01 M, pH 7; 2 ml de gaiacol 
OOP) WE (G8) se 02) et H,0, 3,3 x 10 M (ajoutée au temps 0). 

k, : 2,8 ml de tampon phosphate 0,01 M, pH 7; 0,05 ml de gaiacol 
0,02 M (3,3 x 10-4 M) et H,O, 1,3 x 10-4 M (ajoutée au temps 0). 

Les mesures sont faites A la température de 20°. 
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L’activité de la peroxydase purifiée, ainsi que l’activité peroxyda- 
sique des Mycobactéries et de leurs extraits (surnageant de broyat 
ebtenu apres centrifugation de vingt minutes A 20000 Gia O°) Fest 
mesurée également suivant la méthode de Willstitter et Stoll [8], 
modifiée par Sumner et Gjessing [9]. Cette méthode est basée sur 
Voxydation du pyrogallol [C,H,(OH), ; donateur d’hydrogéne] en pur- 
purogalline, en présence de H,O, et de la peroxydase. 

Le nombre de milligrammes de purpurogalline formée par milli- 
gramme d’enzyme en cinq minutes, & 20°, correspond A «P. Z. » 
(Purpurogallin Zahl de Willstatter), l’activité de la peroxydase étant 
fonction de la quantité de purpurogalline formée. 


Rappelons qu’au cours de l’isolement de la peroxydase on exprime 
en P.Z. lactivité des homogénats et de leurs différentes fractions, 
indépendamment du fait qu’ils soient plus ou moins chargés d’impu- 
retés. Il nous a donc paru possible d’exprimer en P. Z. l’activité des 
bactéries broyées ou méme intactes. Dans le premier cas le P. Z. 
correspond a 1 mg, en poids sec, de surnageant de broyat bacillaire ; 
dans le second cas & 1 mg (poids sec) de bactéries. 

On place dans un ballon: 2 ml de pyrogallol (100 mg), 10 ml de 
tampon phosphate 0,02 M, pH 6 et 1 ml de H,O, a1 p. 100 (dans 
nos expériences, 0,5 ml de H,O, 41 p. 100 donne le méme résultat). 
On ajuste la température du mélange 4 20° et on introduit la per- 
oxydase purifiée, ou les bactéries, ou leurs extraits, au temps 0, le 
volume total ayant été amené 4 20 ml avec de l’eau bidistillée. La 
réaction est arrétée, aprés cing minutes exactement, avec 0,5 ml de 
SO,H, a 20 p. 100. La purpurogalline formée est extraite a l’éther 
(volume connu, mais variable suivant l’intensité de Ja coloration 
obtenue). On séche soigneusement la solution éthérée avec SO,Na, 
anhydre et on dose la purpurogalline A l’aide d’un électrophotométre 
de Meunier, 4 430 my, en se référant A une solution titrée. 


La durée de la réaction est prolongée 4 vingt minutes, avec addition 
complémentaire de 0,5 ml de H,O, a 1 p. 100 toutes les cinq minutes, 
dans le cas des bacilles paratuberculeux intacts qui possédent généra- 
lement une assez forte activité catalasique, susceptible de détruire 
rapidement H,O, et donc de fausser complétement les mesures de leur 
activité peroxydasique, généralement trés faible. Dans ces conditions, 
en éyvitant d’employer une trop grande quantité de hbactéries, nous 
obtenons, par milligramme de bacilles, une quantité de purpurogalline 
environ deux fois supérieure 4 celle du P. Z. correspondant. 

L’activité catalasique est mesurée dans les conditions exigées pour 
la détermination de Kat. f.: 0°, H,O, 0,01 N, tampon PO,KH, + 
PO,Na,H 0,0067 M, pH 6,8 [40], H,O, étant dosée, soit par mangani- 
métrie [40], soit au moyen du réactif au sulfate de titane [41]. La 
durée de l’expérience est de une heure pour les bacilles tuberculeux 
résistants 4 VINH. 

Les essais de détermination du type de l’inhibition sont faits d’aprés 
les indications de Lineweaver et Burk [42]. 

Le traitement des bactéries intactes, préalable aux expériences, est 
le méme que précédemment [3]. Leurs broyages sont effectués 1 0°, 
en présence de poudre de verre. 
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Marérizt. — Les bactéries sont cultivées sur milieu de Léwenstein, 
additionné ou non d’INH ou de D-cyclosérine. Le degré de résistance 
obtenu correspond aux pg de ces substances inclus dans 1 ml du 
milieu. 

La peroxydase purifiée, utilisée dans ce travail, est la peroxydase du 
raifort (« horse radish peroxidase »), purifiée et fournie par Washington 
Biochem. Corp. Les molarités indiquées sont établies d’aprés le poids 
de cette préparation ; le degré de pureté de l’enzyme peut étre calculé 
(P. Z. = 220) d’aprés les courbes et les tableaux figurant dans le texte. 

L’INH et la D-cyclosérine, dont les formules sont données dans le 
texte, proviennent des Etablissements Hoffmann-La Roche. 


RESULTATS 


I. — Erret pE Lt INH et be ta D-cycLosEeRINE 
SUR L’ACTIVITE PEROXYDASIQUE. 


Les résultats des dosages spectrophotométriques (a 470 mu) 
du polygaiacol, produit par la peroxydase purifiée du _ raifort 


Log Toy, (470 my) Log Toy, (470 my) 
Témoin 


1,82 10-5 | 0,5 


Témoin 
0,45 10-3 M— 
0,91 x10-3 M | 
Se 
1,82x10-3M Z 
ml 
3,65 10-3 M 
7,3x10-3M 


(@) - 0 
30 60 secondes 60 120 secondes 
Fic. 1. Fic. 2. 
Fic. 1. — Conditions de délermination de k, 


Fic. 2. — Conditions k,. 
Peroxydase purifiée 0,8 x 10—8 M. Sensibilité des réactions 1 et 2 a l’égard de 
différentes concentrations d’INH. 


0,8 x 10-* M, a partir du gaiacol et de H,O,, en présence et 
en l’absence de différentes concentrations d’INH, sont donnés dans 
les figures 1 et 2 (conditions de détermination de k, et k, respec- 
tivement). L’inhibition de la formation (ou de l’accumulation) du 
polygaiacol peut donc étre décelée, en une ou deux minutes, en 
présence d’INH 1,82 x 10 M (k,) ou méme 0,45 x 10- M (k,). 
Avec une solution de peroxydase dix fois plus concentrée 
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(3,6 x 10-* M), qui permet a la réaction de s’effectuer comple- 
tement en quarante secondes environ, cette inhibition (fig. 3) n’est 
perceptible qu’en présence de concentrations plus fortes d’INH 
(3610 Mvowty,2 x 10— M), 

Pour une méme molarité d’INH ou de D-cyelosérine |'inhi- 
bition est plus forte dans les conditions de détermination de | 
que dans celles de k,. 

Avec la peroxydase 0,27 x 10-* M, et suivant ce méme procédé, 
leffet inhibiteur de la D-cyclosérine est net aux concentrations 


se! 


Log lo, (470 mp) 


es 


INH 3,65=10-5M 


D-cyclosérine 78 xl0-5M 
INH 7,3x10-3M 


,o Témoin 


(2-2 INH 3,65x10-3M 


’ 
‘ 


0 30 60 secondes 


Fic. 3. — Action de INH et de la D-cyclosérine sur la formation et Vaccumulation 
du polygaiacol ( conditions k,, --- conditions k,). 


de 39°x 10—* M: (k,) 6u>19.5 x 10 M (k,).. La Decyclosérine 
19,5 x 10-* M n/’influence pas la vitesse des réactions 1 et 2 
pendant la premiére minute. Cependant, aprés cing a dix minutes, 
la quantité trouvée de polygaiacol est inférieure de 50 p. 100 
a celle du témoin. Dans les deux cas les courbes correspondant 
au polygaiacol accumulé (k,) restent, cependant, ascendantes dans 
ces conditions, la réaction n’étant compléte pour le témoin 
qu’aprés vingt minutes environ. 

Notons qu’a cetle longueur d’onde (470 my) il n’y a pas d’inter- 
férence optique entre VINH, ou la D-cyclosérine, et le poly- 
gaiacol. 

Dans certaines conditions on observe cependant le fait suivant : 
en présence d’une assez forte peroxydase (8,6 x 10—* M) et d’une 
forte quantité de D-cyclosérine (39 x 10-* M), la réaction (condi- 
tions k,) s’effectue avec une vitesse semblable 4 celle du témoin 
et s’achéve en quarante-cinq secondes ; la densité optique baisse 


en 5 min, a 20° 
1 Peroxydase purifiée 1,2 x 10-8 M 2,25 
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ensuite et il se produit en cing minules une réduction de 90 p. 100 
du polygaiacol formé. 

Le produit de l’oxydation peroxydasique du gaiacol étant ins- 
table (notamment en présence de la D-cyclosérine) et cette méthode 
élant peu favorable a l’étude de l’activilé peroxydasique des 
bactéries intactes et de leurs extraits, nous avons remplacé le 
eaiacol (C,H,.OH.OCH,) par le pyrogallol [C,H,(OH),] et mesure 
la formation de purpurogalline [8, 9]. La purpurogalline étant 
un produit stable, ce procédé nous a paru préférable pour étudier 
effet de ces inhibiteurs sur l’activité peroxydasique proprement 
dite, tout en tenant compte des interférences secondaires éven- 
tuelles pouvant intervenir au cours du processus d’oxydation 
peroxydasique des phénols. 

Les résultats obtenus avec des concentrations différentes de 
peroxydase purifiée du raifort, d’INH et de D-cyclosérine, 
employés séparément ou simultanément, sont donnés dans le 
tableau I. 


Tasteau I, — Inhibition de la formation peroxydasique de la purpuro- 
galline par VINH et la D-cyclosérine employés séparément ou 
simultanément. 
Me d 
g e purpuro- 
N° Composition galline formée ‘be 


" t + INH 250¢#/ml (1,82 x 10-3 M) 1,94 14 
we Ht + INH 500¢9/ml (3,65 x 10-3 M) 1,54 30 
" " + INH 1000(3/ml (7,3 x 10-3 M) veal 48 
" " + INH 1500¢9/ml (10,95 x 1073 M) 0,82 64 
" " + D-cyclosérine 500(3/ml (4,9 x 1073 M) 1,19 47 
ae " + D-cyclosérine 500(4/ml + INH 250//ml) 1,19 47 
" " + D-cyclosérine 1000 /¥/ml + INH 500¢3/ml) B, 63 ee 
Peroxydase purifiée 1,22 x 10°8 Mm B39) 
BY i + INH 500¢9/ml (3,65 x 1073 M) 2,0 16 
" " + D-cyclosérine 500/J/ml (4,9 x 1073 M) 1,95 19 
i) BY + INH 500/4/ml + D-cyclosérine 500¢/ml 1,95 19 
Peroxydase purifiée 0,6 x 10-8 mM Ly ke 
at iD + INH 500(4/ml (3,65 x 107-3 M) 0,80 29 
" " + INH 500(4/m1 (3,65 x 1073 M) 0,78 
a ou + INH 1000/%/ml (7,3 x 1073 mM) 0,57 49 


" " + INH 1500/4/ml (10,95 x 10-3 M) 


Peroxydase purifiée 0,6 x 1073M 
" " + D-cyclosérine 250(4/ml (2,45 x 107? M) 
" " + D-cyclosérine 500 (/ml (4,9 x 1072 M) 
" 0 + D-cyclogérine 1000 (/ml (9,8 x 1072 M) 
" " + D-cyclosérine 1500(¥/ml (14,7 x 107 M) 


_ Ainsi, la formation peroxydasique de la purpurogalline est 
inhibée par PINH et par la D-cyclosérine. Pour une méme molarité 
(lableau IT), l’action de INH semble étre supérieure a celle de 


d'inhibition 
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la D-cyclosérine. Cette différence est, cependant, nettement plus 
faible a la suite d’une réaction avec le pyrogallol (cinq minutes), 
que dune réaction avec le gaiacol (une minute). 


Yasreau If. — Action comparée de l’INH, de la D-cyclosérine et d’autres 
substances sur la peroxydase purifiée du raifort. 


MG DE PURPUROGALLINE POURCENTAGE 


FORMEE EN 3 MN D' INHIBITION 
a 20° 

Peroxydase purifiée 1,5 x 10 °M. .. 2,7 
Peroxydase + D-cyclosérine 18 uM/ml . 1,0 62 
Peroxydase + pi-sérine 36 uM/mg . . . 2,6 0 
Peroxydase +INH 7,2 uM/ml ..... 1,6 4A 
Peroxy dase + INH 18 uM/ml. . . 0,8 70 
Peroxydase + INH 18 rie + albumine 

bovine (fraction V) 3 mg/ml .... 0,9 70 
Peroxydase + acide  isonicotinique 

1O%.Miml 5 2. be SRA ee s Pg 0 
Peroxydase + acide  isonicotinique 

DO pMiymmll 2. s Were ates eR Cn () 
Peroxydase + hydrazine +72 uM/ml .. 0,5 $1 
Peroxydase + hydrazine 18 uM/ml. . . 0,2 93 
Peroxydase + hydrazine 18 yu M/ml 

+ acide isonicotinique 20 uM/ml. . . 0,2 93 
SEES + azoture de Na (N,N ie 

(SN VT 0,4 82 
Peroxydase + azoture de Na 18 uM/ml . 0.3 8&9 
Peroxy dase + hy droxylamine 7, 7,2uM/ml. 0,8 70 
Peroxydase + hydroxylamine 18 uM/ml. 0,5 81 
Peroxydase + nicotinamide 18 uwM/ml . 2,5 0 
Peroxydase + INH 18 uM/ml. 2 = Wr 71 


Le pif de toutes les substances étudiées est ajusté a 7. 


Comme nous l’avons vu précédemment [8], Vinhibition de la 
catalase est, au contraire, nettement plus forte par la D-cyclosérine 
que par VINH. Cependant, comme pour la catalase, Vaction 
conjuguée de ces deux substances (tableau I, exp. 1 ef 2) sur 
la formation peroxydasique de la purpurogalline correspond 
approximativement a la valeur la plus basse obtenue avec Vun 
de ces inhibiteurs et non a la somme des deux actions mesurées 
séparément. 

S’agit-il d’une interférence secondaire des substances étudiées 
avec le substrat (H,O,), ou le donateur d’hydrogéne (pyrogallol), 
ou le produit de la réaction (purpurogall ine), interférence 
influeneant éventuellement la formation ou Vaccumulation de la 
purpurogalline sans action sur la peroxydase, ou bien s’agit-il 
d’une inhibition de la peroxydase ? 

Dans nos conditions d’expé¢riences il n’y a aucune décomposition 
de H,O, par V?INH ou la D-cyclosérine. 
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D’autre part, les dosages de H,O, (effectués suivant le procédé, 
trés sensible, au sulfate de titane [14]) nous ont montré que, méme 
en trente minutes a 20°, il n’y a aucune disparition de H,O, en 
présence de la peroxydase 1,5 x 10-* M et de ’INH ou de la 
D-cyclosérine a la concentration de 1 ou 5 mg/ml. Dans nos 
expériences, contrairement au pyrogallol, ni ?INH ni la D-cyclo- 
sérine ne servent done de donateurs d’hydrogene. 

Par contre, en présence de H,O, (0,05 p. 100) il se produit, 
entre le pyrogallol (5 mg/ml) et PINH (5 mg/ml), une interaction 
spontanée qui se manifeste par l’apparition d’une légére colo- 
ration rouge orangé. Cette interaction est nettement catalysée 
par la catalase et surtout par la peroxydase (apparition d’une 
coloration rouge orangé foncé). Lorsqu’on remplace, dans les 
mémes conditions, l’INH par Vhydrazine (neutralisée), on n’ob- 
serve aucune réaction colorée. En revanche, l’acide isonicotinique 
(neutralisé) donne lieu a la réaction colorée observée avec INH. 
Lorsqu’on remplace la peroxydase purifiée par des bacilles tuber- 
culeux, l’intensité de cette réaction secondaire varie dans de 
larges limites avec les souches. 

En présence de H,O, (0,05 p. 100), il n’y a pas de réaction 
colorée spontanée entre le pyrogallol (5 mg/ml) et la D-cyclosérine 
(5 mg/ml). Cependant, une coloration rose apparait en présence 
de la catalase, et une coloration rouge foncé en présence de la 
peroxydase. 

Comme dans le cas de INH, Ja substance colorée n’est prati- 
quement pas soluble dans l’éther et n’interfére done pas avec la 
purpurogalline. On élimine par SO,Na, anhydre qui les adsorbe 
les traces de cette substance rouge entrainée avec l’eau dans la 
phase éthérée. 

En présence de H,O, et de la peroxydase, et en l’absence de 
pyrogallol, on n’observe aucune réaction colorée, ni avec V’INH, 
ni avec la D-cyclosérine. 

Est-il possible que le pyrogallol, a la suite de V’ interaction 
avec l’ INH ou avec la D-cyclosérine, se trouve éventuellement en 
quantité insuffisante pour assurer le rendement normal du systéme 
en purpurogailine ? 

En diminuant fortement les concentrations d’INH et de D-cyclo- 
sérine (1 mg/ml, par exemple) et en portant la concentration de 
pyrogaliol 4 10 mg/ml, au heu de 5 mg/ml prévus par le pro- 
cédé [9], on obtient une méme quantité de purpurogalline formée, 
c’est-a-dire une méme inhibition par rapport aux témoins. Dans 
nos conditions d’expériences, nous nous trouvons done dans tous 
les cas en présence d’un excés de pyrogallol. 

D’autre part, il reste évidemment une quantité suffisante 
(INH, ou tout au moins de la partie active de sa molécule, 
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puisque l’inhibition de la formation peroxydasique de la purpuro- 
galline a lieu malgré la disparition partielle de INH résultant 
de l’interaction signalée. En outre, il n’est pas exclu que, dans 
ces conditions, puisse apparaitre une combinaison intermédiaire 
(entre le pyrogallol et la partie isonicotinique de la molécule 
@INH), possédant, comme dans l’INH, le groupement hydrazide 
libre et, par conséquent, comme nous le verrons plus loin, actif 
a Pégard de l’enzyme. 

Si, d’autre part, aprés cing minutes, on arréte ou ralentit forte- 
ment la réaction, par addition d’INH ou de D-cyclosérine 
(> 2,5 mg/ml) a la place de SO,H,, et si on laisse la purpuro- 
galline formée en contact avee ces substances pendant cing a 
quinze minutes avant son extraction a l’éther, on n’observe pas 
de baisse de la quantité de purpurogalline extraite, par rapport 
au témoin traité suivant le procédé habituel [9]. Entre ’INH et 
la D-cyclosérine d’une part, et la purpurogalline d’autre part, 
il n’y a donc pas d’interaction susceptible d’en abaisser le taux 
dans la mesure indiquée au tableau I. 

N’ayant pas observé d’interférences secondaires susceptibles 
@expliquer, dans nos conditions d’expériences, l’inhibition de la 
formation, ou de l’accumulation, de la purpurogalline par l’ INH 
et par la D-cyclosérine, nous pensons done qu’il s’agit la d’une 
inhibition réelle de la peroxydase par ces substances. 

Comme la peroxydase du raifort, l’activité peroxydasique des 
bacilles tuberculeux et de leurs extraits est également inhibée par 
VINH et la D-cyclosérine. 

La souche H87Ra sensible, A4gée de 19 jours, laissée en contact 
avec VINH (20 mg/ml) pendant trente minutes 4 37°, donne, en 
présence d’INH, un P. Z. de 0,009, tandis que ces mémes bacté- 
ries débarrassées de l’INH par six lavages a l’eau_ bidistillée 
donnent un P. Z. de 0,022, contre 0,025 pour le témoin. Notons 
que ‘les bactéries H37Ra sensibles, lavées une fois a l’eau, pos- 
sédent un P. Z. analogue (0,023). 

Dans tous les cas, le P. Z. de 0,020 correspond a environ 1 mg 
de purpurogalline obtenue, par expérience, avec 50 mg de 
bactéries. 


La méme souche, traitée de la méme facon par la D-cyclosérine 
(2,5 mg/ml) a la place de 1 INH, nous donne les résultats sui- 


vants : témoin: P. Z. = 0,024 ; en présence de la D-cyclosérine : 
P. Z. = 0; bactéries débarrassées de la D-cyclosérine par lavage : 
Pod:-= 0,018. 


Il est done évident que inhibition de l’activité peroxydasique, 
exercée aussi bien par INH que par la D-cyclosérine, est réver- 
sible. 

D’autre part, les résultats des expériences concernant le type 
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de l’inhibition de la peroxydase purifiée par ’INH sont réunis 
dans la figure 4. 

On sait qu’en présence d’un exces d’hémine libre les bacilles 
tuberculeux sensibles se multiplient dans un milieu de culture 
additionné d’INH [43]. Cet antagonisme pourrait résulter d’une 
destruction de INH catalysée par ’hémine, indépendamment du 
métabolisme microbien [28, 24], et non pas nécessairement de la 
formation d’un complexe INH-hémine libre ou INH-hémine 
enzymatique. 

En effet, méme si certaines expériences [25] suggéraient la possi- 
bilité d’une combinaison de VINH avec l’hémine libre, rien ne 


= 
Ue 
I5L 18,2x10-3M — 
‘4 = 
| 14,6 xl0-3M 
© 
x 
a 
10,9 x!0-3M 
SNF we + 3 
ir 7,3 x10-5M 
+ ae 
fr) 
Ca 
O 
Za Ay i 
Fic. 4. — Inhibition compélitive de la peroxydase purifiée du raifort par VINH. 
_ 1 
Ordonnée ; L’inverse de la vitesse —.ott y = mg de purpurogalline formée en cing 


V 
minutes 4 20° par la peroxydase purifiée du raifort 1,6 x 10—§ M. 


: ; 1 
Abscisse ; L’inverse de la concentration du substrat — ot s = ml de H,O, employée,. 


comprise entre 0,03 et 0,0008 N. 


permetlait de penser que ’hémine hée a une protéine d’enzyme 
ou de catalyseur transporteur d’électrons se combinerait égale- 
ment & VINH, puisque lTantagonisme signalé entre VINH et 
V'hemine libre n’existe pas entre PINH et le cytochrome c [48}. 
La figure 4 montre que l’inhibition de la peroxydase du raifort 
purifiée par TINH est du type compétitif. Ce fait impliquerait 
l'acuon de VINH sur le groupe prosthétique de la peroxydase: 
(formation d’un complexe INH-protohématine). : 
Cependani, & cdté de cette action de INH sur Je groupement 
catalytique de la peroxydase, il existe également une action: 
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inverse : la peroxydase catalyse la destruction (oxydation) de 
> : . RTs ws, z rs A oe 
VINH, par l’intermédiaire de ce méme groupement héminique. 

L°INEH étant une combinaison de l’hydrazine (NH, — NH,) avee 
V'acide isonicolinique : 


a a ” 
NC__ > CO.NH.NH, 


Hydrazide de Vacide isonicotinique 


nous avons étudié l’action, simple et conjuguée, de ces substances 
sur la peroxydase. 

Comme le montre le tableau II, contrairement a l’INH, l’acide 
isonicotinique seul (neutralisé avec KOH), n’exerce pas d’effet sur 
activité peroxydasique. Pour obtenir |’inhibition de la peroxy- 
dase le groupement hydrazide (— NH — NH,) de la molécule est 
done indispensable. 

L’hydrazine hydratée (neutralisée avee HCl) inhibe la peroxy- 
dase purifiée aussi fortement que l’azoture de Na (N,Na), cette 
inhibition étant nettement plus forte que celle provoquée par 
VINH de méme molarilé (tableau II). Dans le cas étudié, Vaction 
de Vhydrazine libre est done plus forte que celle de hydrazine 
substituée (hydrazide). 

Par conséquent, en ce qui concerne la peroxydase, l’acide isoni- 
colinique chimiquement hé 4 Vhydrazine (INH), non seulement 
ne renforece pas le pouvoir inhibiteur de l’hydrazine mais, au 
contraire, l’atténue. En revanche, l’acide isonicotinique libre 
n’influence pas l’action inhibitrice de lhydrazine (tableau II). 

Ces observations sont également valables en ce qui concerne 
Vinhibition de la cataluse par INH. 

Dans les deux cas (peroxydase, catalase) |’inhibition est obtenue 
méme avec des quantités d’hydrazine nettement inférieures a 
16° iM. 

D’autre part, Vinhibition de la peroxydase par l’INH n’est pas 
entravée par Valbumine bovine (8 mg/ml de « fraction V »). 

La D-cyclosérine : 


H,.N CH — C=O lebg\\ {C3 <== (6, == (0a 
i 
HyC NH Ss HC N 
SEs Vy: 
4-amino-3-isoxazolidinone 4-amino-2-isoxazoline-3-ol 


(dont les hydrolysats contiennent de la D-sérine) inhibe la per- 
oxydase en tant que dérivé cyclifié de la sérine, tandis que la 
sérine (OH.CH,.CH.COOH.NH,) n’a pas deffet sur Vactivité 
peroxydasique (tableau II). 
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II. — Résistance a L INH 
ET ACTIVITE PEROXYDASIQUE DES MyCoBACTERIES. 


Au cours d’un travail précédent [44], nous avons mis en €évi- 
dence, et mesuré, l’activité peroxydasique chez certaines Myco- 
bactéries pathogénes et saprophytes. Le faible P. Z. obtenu avec 
les bacilles intacts peut étre augmenté avec les extraits bactériens 
(surnageant de broyat) concentrés par précipitation fractionnée 
au SO,(NH,),. Les fractions comprises entre 0,4 et 0,8 de satu- 
ration donnent les P. Z. les plus élevés: 1 ou 1,5, dans certains 
cas. Or, on sait qu’au cours de la préparation classique de la 
peroxydase cet enzyme précipite en majeure partie dans ces 
mémes conditions. 

D’autre part, la catalase 4 x 10-°M du foie de bceuf purifiée 
(Kat. f. 1400), qui a une activité catalasique supérieure a celle 
des bacilles tuberculeux et est susceptible de contenir des traces 
de peroxydase, ne produit, dans nos conditions de détermination 
du P. Z., que de trés légéres traces de purpurogalline, tandis que 
les bacilles tuberculeux (H87Ra, 50 mg en poids sec) en pro- 
duisent 0,8 a 1 mg, et leurs extraits davantage. Dans certaines 
limites la quantité de purpurogalline formée est proportionnelle 
a la quanuité de bactéries employées. Les mémes_ bactéries 
chauffées quinze minutes a 100° ne produisent pas de purpuro- 
galline. 

En outre, l’addition d’éthanol (destiné a dévier, tout au moins 
partiellement, |’éventuelle activité peroxydasique de la catalase) 
minfluence pas le P. Z. des bacilles tuberculeux. C’est ainsi, 
qu’avec la souche H87Ra (40 mg de bactéries intactes, en poids 
sec), nous obtenons, dans les conditions de détermination du 
P. Z., 0,65 mg de purpurogalline, en présence comme en |’absence 
d’éthanol 0,02 M. 

Si, d’autre part, nous employons simultanément la peroxydase 
purifiée fortement diluée et les bactéries (H37Ra), nous obtenons 
la quantité de purpurogalline qui correspond approximativement 
i la somme de ces deux activités peroxydasiques, mesurées sépa- 
rément. 

En outre, nos recherches de l’activité polyphénol-oxydasique 
chez les Mycobactéries (H37Ra, BCG, M. phlei) se sont révélées 
négatives. Le Qo, de ces bacilles n’est pas influencé par le caté- 
chol 0,01M; tandis que le DDC 0,04 M (diéthyldithiocarbamate 
de Na, destiné a bloquer le Cu de la polyphénol-oxydase) exalte 
méme leur respiration. 

Ces faits. rapprochés de quelques observations qualitatives 
(dont certaines spectroscopiques) d’autres auteurs [15 (46.47) P48), 
nous permettent donc d’envisager |’existence d’une faible per- 
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oxydase chez les bacilles tuberculeux et d’attribuer a cet enzyme 
la production de la majeure partie de la purpurogalline a partir 
du pyrogallol. 

Le test au catéchol {C,H,(OH),] est également positif dans le 
cas des bacilles tuberculeux. 

Cependant, l’emploi du gaiacol comme donateur d’hydrogéne 
ne nous a pas permis de mettre en évidence l’activité peroxyda- 
sique chez ces bactéries. 

Afin d’éclaireir ce point, nous avons fait agir la peroxydase 
purifiée du raifort sur le gaiacol, en présence de H,O,. Nous 
avons vu que le produit d’oxydation fortement coloré ainsi obtenu 
(polygaiacol) se décolore lorsqu’on ajoute les bacilles tuber- 
culeux non chauffés, qui ne l’adsorbent cependant pas. Dans les 
mémes conditions les bactéries chauffées ne réduisent pas le poly- 
gaiacol, mais l’adsorbent nettement. 

Si, d’autre part, on ajoute, toutes les cinq minutes, 0,1 ml de 
H,O, 4 1 p. 100 dans une suspension de 5 a 10 ml de bacilles 
tuberculeux (H87Ra) non chauffés, contenant du gaiacol 0,02 M, 
on observe l’apparition d’une légére coloration fugace de poly- 
gaiacol, qui réapparait aprés chaque addition de H,0O,. 

Il est donc évident que le polygaiacol ne peut s’accumuler parce 
qu’il est réduit par les bactéries au fur et 4 mesure de sa forma- 
tion. Ce fait masque donc l’activité peroxydasique qui a lieu dans 
ces conditions. 

Cette réduction est enzymatique. Nous ne savons pas encore 
sil s’agit la d’une réductase spécifique nouvelle, ou d’un systéme 
réducteur non spécifique. 

Nous avons signalé, précédemment [44], l’absence de lactivité 
peroxydasique chez les bacilles tuberculeux résistants & VINH. 
Cette derniére observation, faite uniquement sur les bactéries 
intactes, a été d’ailleurs confirmée par Tuirunarayanan et 
Vischer [49], suivant un test différent et uniquement qualitatif. 

Les essais faits avec H37Ra et BCG 847, résistants a 300 pg/ml 
et 4 100 pg/ml d’INH respectivement, montrent (tableau III) 
qu’aussi bien les bactéries intactes que leurs extraits (surnageant 
de broyat) sont dépourvus d’activilés peroxydasique et catalasique. 
En revanche, les activités correspondantes (exprimées en P. Z. 
et Kat. f.) de H87Ra sensible 4 INH sont trés nettes, tout en 
étant beaucoup plus fortes dans le cas des extraits que dans le 
cas des bactéries intactes. Dans chaque expérience, nous avons 
employé des quantités suffisantes de bactéries sensibles pour 
obtenir environ 0,8 4 1 mg de purpurogalline. 

D’autre part, les cultures INH-résistantes de bacilles tubercu- 
leux entretenues depuis plus d’un an en présence d’INH, et repi- 
quées ensuite sur milieu dépourvu d’INH, conservent habituelle- 
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Tasieau Il]. — Activité peroxydasique (P. Z.) et catalasique (Kat. f.) 
des bacilles tuberculeux résistants 4 INH ou 4a la D-cyclosérine 
et de leurs extraits. 


Surnageant 


Souche 


H37Ra résistant a 50f4/ml de D-cyclosérine... 
H37Ra résistant & 300/j/ml d'INH............ 
ICs) WERE Neo OOO OU OG OOOO OAS O06 
BCG 847 résistant & 1004/ml de D-cyclosérine 
BCG 847 résistant & 100//ml d'INH........... 


avirulentes 
COU PW NH 


7 
8 H37Rv résistant & 40///ml de D-cyclosérine... 
9 | H37Rv résistant & 1004/ml d'INH............. 

10 ERR VEINS iorocts 5) azaleas anaes ce tads toy She) afekaerisa aah sila) (eae hare ieee 

ll Ravenel résistant & 1004/ml de D-cyclosérine 

12 | Ravenel résistant A 100/9/ml d'‘INH............ 


virulentes 


Ss | FISTRA. : ves shaeslacearticmee Soe se eee eae 
Bas H37Ra résistant a ied de D-cyclosérine,.. 
© 115 | H37Ra résistant A 3004/ml d'INH............. 
oO 
Jv 


16 | BCG 847 résistant & 100//ml d'INH........... 


ment leurs caractéres de cultures INH-résistantes (avirulence, 
absence de catalase et de peroxydase). 

Ce fait et un certain nombre d’autres observations permettent 
de penser qu’en présence d’INH il se produit, avant tout, une 
croissance sélective de mutants. On peut alors envisager, entre 
autres causes, que ces mutants seraient susceptibles de pr oliférer 
en présence de VINH (c’est-a-dire étre moins vulnérables ou 
résistants 4 INH), justement parce qu’il sont, contrairement aux 
bactéries sensibles, dépourvus de certains enzymes (catalase, 
peroxydase) que VINH inhibe, et se sont adaptés A l’absence 
de ces enzymes. 

Comme nous le signalons dans le chapitre précédent, la per- 
oxydase purifiée est inhibée par le groupement hydrazide de la 
molécule d’INH, la partie correspondant a acide isonicotinique 
n’exercant pas d'action sur cet enzyme. 

Les tests que nous avons effectués, ainsi que les observations 
d’autres auteurs, montrent que le probléme est plus complexe 
lorsqu’il s’agit de V’action de ces substances sur la croissance des 
bacilles tuberculeux. L’isonicotinamide [20], comme l’acide iso- 
nicolinique, n’a pas d’effet sur la reproduction de ces hactéries ; 
tandis que l’action inhibitrice de hydrazine hydratée est nette- 
ment plus faible que celle de VINH [24]. L’hydrazide de l’acide 
aura est pratiquement sans effet [24]. 

Il est done évident que l’effet bactériostatique de hydrazine 
est trés fortement augmenté par la partie isonicotinique de la 
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molécule d’INH. Un simple déplacement du groupement hydra- 
zide dans la molécule entraine l’abolition de son activité anti- 
luberculeuse (hydrazide de l’acide nicotinique), ou en réduit 
fortement le pouvoir (hydrazide de l’acide picolinique [22]). Il est 
cependant possible que ce fait soit di, au moins en partie, a la 
différence de pénétration de ces hydrazides a l’intérieur des bac- 
téries et que dans le cas de ’INH (produit trés instable), la crois- 
sance sélective des bacilles résistants et leurs propriétés soient 
conditionnées également par l’hydrazine et non seulement par 
Yacide isonicotinique (impliquant la formation éventuelle d’iso- 
nicotinamide et d’iso-DPN [20)). 

Le tableau III montre, d’autre part, comme on pouvait s’y 
altendre, qu’il ne suffit pas qu’une substance inhibe la catalase 
et la peroxydase pour qu’en sa présence les mutants dépourvus 
de ces enzymes puissent proliférer sélectivement, puisque les 
cultures résistantes 4 la D-cyclosérine (un autre inhibiteur de la 
catalase et de la peroxydase) possédent les activités catalasique 
el peroxydasique. L’action de ces substances n’est pas spécifique 
et Vinhibition d’autres mécanismes peut interférer d’une facon 
décisive. 

Comme le montre, en effet, le tableau III, contrairement aux 
bacilles (H37Ra) résistants a l’INH, les bacilles (H87Ra) résis- 
tants a la D-cyclosérine possédent une activité peroxydasique 
assez semblable a celle des bacilles (H37Ra) sensibles, comparés 
a létat intact, ou broyés. 

D’autre part, une souche de BCG 847 résistante & 250 ug/ml 
aINH (n’ayant pas di’activité peroxydasique, ni catalasique), 
adaptée ensuite a 50 ug/ml de D-cyclosérine et devenue résistante 
& la fois 4 ’ INH et a la D-cyclosérine, ne posséde aucune activité 
peroxydasique, ni catalasique. 

Contrairement aux observations de Tirunarayanan et Vischer [49], 
et conformément 4 nos observations antérieures [44] étendues a un 
plus grand nombre de souches, nous montrons dans le tableau IV 
que les bacilles paratuberculeux saprophytes possédent une faible 
activité peroxydasique. Dans certains cas, l’activité peroxyda- 
sique des hacilles paratuberculeux saprophytes est tout a fait 
semblable 4 celle des bacilles tuberculeux avirulents ou virulents. 
Dans le cas de la plupart des souches étudiées il apparait, cepen- 
dant, que Wactivité catalasique des bacilles paratuberculeux 
saprophytes est supérieure, et l’activité peroxydasique inférieure, 
a celles des bacilles tuberculeux. 

Les expériences faites avec M. phlei 525 et M. milch, en pré- 
sence et en l’absence d’éthanol 0,02 M, donnent les mémes quan- 
tités de purpurogalline formée (respectivement 0,28 mg/13 mg de 
bactéries et 0,21 mg/17 mg de bactéries, en vingt minutes). 
D’autre part, il n’y a aucun parallélisme entre l’intensité de 
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Tanteau IV. — Activité peroxydasique et catalasique des bacilles 
paratuberculeux saprophytes. 


mg de purpurogalline 
formée en 20 min, 
& 20°, par 10 mg 
(poids sec) de bactéries 


AS CWEY ALY econ AOD POON ACH SOBOREO aievessrele.e; Fasveve n 0,170 
. phlei 525 résistant & 2000/4/ml d' INH ) 
phlei Pe Foe svesiciors: susie sialohe ates] atets snefointntnns Seeteperstot) 0,090 
; (P.Z. = 0,005) 
phlei I.P. résistant & 3000/f/ml d' INH 0 
Grassberger 0,130 
(P.Z, = 0,006) 
0 
0,120 
0, 040 
0, 160 
< 0,010 
0, 080 
<0,010 
0,070 
(P,Z, = 0,004) 
0,010 
0,160 
0 
0, 080 


smegmatis 
smegmatis résistant A 20004/ml d'INH 


ranae résistant & 1000fJ/ml d'INH 
pellegrini spontanément résistant & 100//ml d'INH 


DARA AONN SD 


YANIAIAG 


Carton résistant A 500///ml d'INH 
Yellow spontanément résistant & 100(9/ml d'INH 
. Accra 11.114 spontanément résistant & 100(//ml 


oe 


. Accra 01,04... 
. Kopylak 


FEOR ERE CREO REP ECE RE Re REE 


@ 0 


Vactivité catalasique et celle de l’activité peroxydasique de ces 


bacléries (par exemple, M. phlei 525: Kat. f. = 3; milligramme 
de purpurogalline formée par 10 mg de _ bactéries = 0,17. 
M. smegmatis: Kat. f. = 0,7; mulligramme de_ purpurogal- 


line = 0,16}. Malgré la trés faible activité peroxydasique des 
bacilles paratuberculeux, il ne semble pas, par conséquent, 
qu'elle puisse étre attribuée 4 leur catalase seule. En outre, nous 
navons pas trouvé d’activité polyphénol-oxydasique (catéchol, 
DDC) chez M. phlei. 

Comme les bacilles tuberculeux, les bacilles paratuberculeux 
saprophyltes, résistants 4 INH et entretenus pendant plus de six 
mois sur l’'INH, ne manifestent qu’une activité peroxydasique 
négligeable ou nulle, leur activité catalasique étant également 
nettement affaiblie par rapport aux souches sensibles. Ainsi, avec 
la souche M. Carton résistante 4 ’INH, 3 p. 100 seulement de 
H,0, 0,01 N ont été décomposés par 40 mg (poids sec) de bacté- 
ries en quatre-vingt-dix minutes, a 20°. 

Comme nous !’avons montré, d’autre part, sur M. phlei [5, 44] 
Vactivité peroxydasique des cultures INH-résistantes peut étre 
pratiquement nulle, quand leur activité catalasique est encore 
nette, bien qu’affaiblie, par rapport A la souche-témoin. 

Cependant, contrairement aux bacilles tuberculeux, pour obtenir 
ces résultats il est souvent nécessaire d’entrainer et d’entretenir 
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ces souches sur des quantilés bien plus fortes d’INH, certaines 


souches de bacilles paratuberculeux pouvant étre spontanément 
résistantes 4 100 pg/ml d’INH, ou plus. 


CONCLUSIONS. 


1° L’hydrazide de Vacide isonicotinique (INH) et la D-cyclo- 
sérine inhibent la peroxydase purifiée du raifort (« horse radish »), 
ainsi que l’activité peroxydasique des Mycobactéries. Certaines 
caractéristiques de ces inhibitions sont données. 

L’acide isonicotinique libre n’inhibe pas la peroxydase. En 
revanche, hydrazine (< 10-*M) linhibe aussi fortement que 
Vazoture de Na (N,Na). L’action inhibitrice de Vhydrazine liée 
a Pacide isonicotinique (INH) est nettement plus faible que celle 
de hydrazine libre. L’inhibition provoquée par Teg eue nest 
pas influencée par l’acide isonicotinique libre. 

2° L’activité peroxydasique de certaines souches de bacilles 
paratuberculeux saprophytes est tout 4 fait semblable a celle des 
bacilles tuberculeux avirulents et virulents. Cependant, dans le 
cas de la plupart des souches étudiées, Vactivité catalasique des 
bacilles paratuberculeux saprophytes apparait supérieure, et l’acti- 
vité peroxydasique inférieure, a celles des bacilles tuberculeux. 

Contrairement aux souches sensibles étudiées, les bacilles tuber- 
culeux résistants 4 VINH sont dépourvus d’activité peroxydasique, 
a l’état intact et méme a l’état d’extrait. 

Liactivité catalasique des bacilles paratuberculeux saprophytes 
fortement résistants 4 ’INH est nettement abaissée par rapport 
aux souches-témoins ; leur activité peroxydasique est générale- 
ment nulle. 

L’activité peroxydasique des souches étudiées de bacilles tuber- 
culeux résistants 4 la D-cyclosérine (et sensibles & VINH) est, 
par contre, semblable 4 celle des souches-méres. 

L’acide isonicotinique n’inhibe pas la multiplication des bacilles 
tuberculeux. L’action inhibitrice qu’exerce Vhydrazine sur la 
multiplication de ces bactéries est neltement plus faible que celle 
de hydrazide de l’acide isonicotinique. 


SUMMARY 


ACTION OF ISONIAZID HYDRAZID AND D-cYCLOSERINE ON PURIFIED 
PEROXIDASE AND PEROXIDASE ACTIVITY OF TUBERCLE BACILLI. 


1. INH and D-cycloserine inhibit horse radish purified per- 
oxidase and peroxidase activity of Mycobacteria. Certain charac- 
teristics of this inhibition are described. 

Free isonicotinic acid does not inhibit peroxidase, but hydra- 
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zine (< 10-* M) inhibits it as strongly as does Na azid. The inhi- 
bitory capacity of hydrazine coupled with isonicotinic acid (INH) 
is markedly weaker than that of free hydrazine. The imbhibitory 
activity of hydrazine is not modified by free isonicotinic acid. 

2. The peroxidase activity of a few stains of paratubercle 
bacilli is identical to that of virulent and avirulent t. b. However, 
in most of the strains studied, the catalase activity of saprophytic 
paratubercle bacilli is more, the peroxidase activity less pro- 
nounced than that of t. b. 

These findings concern sensitive strains. Isoniazide resis- 
tant t. b. (intact t. b. as well as extracts) do not show any per- 
oxidase activity. 

The catalase activity of highly isoniazide-resistant sapropliytic 
paralubercle bacilli, is markedly lower than that of control strains, 
their peroxidase activity is generally null. 

On the contrary, the peroxidase activity of D-cycloserine-resis- 
tant (and isoniazide-sensitive) t. b. was the same as that of the 
original strain. 

Isoniazid acid does not inhibit t. b. multiplication. he inhibi- 
tory activity of hydrazine on t. b. multiplication is markedly weaker 
than that of isonicotinic acid hydrazid. 
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SUR LA FREQUENCE 
DES DIFFERENTS VIRUS ENTERIQUES 
ISOLES AU COURS DE L’ANNEE 1957 


par J. MAURIN, Mme J. VIRAT et M™ M.-C. CARRE (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus |D*™ P. Lépine}) 


Des communications précédentes [4, 2] ont décrit Visolement 
et la détermination du type anligénique des souches de virus 
poliomyélitique effectués dans le Service des Virus de 1953 
a 1955. Nous nous proposons ici de compléter ces données, en 
particulier par l'étude des virus cytopathogénes isolés en 1957 
sur cultures de cellules épithéliales de reins de singe. 

Il s’agit dans la régle de virus isolés a partir d’extraits de 
mati¢res fécales humaines. Un petit nombre d’essais d’isolement 
ont en outre été faits a partir de L. C.-R. ou de prélévements 
de gorge. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Inocutat. — Les extraits de matiéres fécales peuvent étre 
obtenus par deux procédés différents: l’extraction a Veau et 
Vextracuion a léther. 

Nous n’employons l’extraction 4 l’eau que lorsqu’il est impos- 
sible de faire autrement, par exemple chez Venfant quand on ne 
peut se procurer des selles et qu’on doit se contenter d’un écou- 
villonnage rectal. La centrifugation et l’addition d’antibiotiques 
assurent dans une certaine mesure la stérilité bactériologique. 

L’extraction & léther, méthode plus sdre pour éviter les conta- 
minations, est réguli¢rement employée. La technique est une modi- 
fication de celle décrite en 1939 par P. Lépine [8]. 

On laisse le virus diffuser dans l’eau pendant la nuit a la 
glaciére, et aprés une premiére centrifugation on traite A l’éther 
lémulsion. L’éther évaporé, on centrifuge une deuxiéme fois, 
plus rapidement, et on ajoute des antibiotiques (1 000 U de péni- 
cilline et 200 pg de streptomycine par ml), qu’on laisse agir 
pendant 24 heures avant d’inoculer |’extrait dans les cultures. 


(*\ Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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CELLULEs. — Nous employons des cellules épithéliales de rein 
de singes africains Cynocephalus babuin. Les reins sont trypsinés 
dans un appareil a fonctionnement continu déja décrit 4} et les 
cellules, lavées deux fois dans une solution de P. B.S. ou de 
Hanks, sont mises en suspension, a raison de 400000 environ 
par ml, dans le milieu suivant : 


Milieu dit de Parker (Connaught 199) simplifié 


suivant la formule du Service des Virus ...... 00 % 
15 GNU Ses scree BeNOR Sh Oat Ee oe AE OE GG Lo aloe ee AT % 
SLUICE” POU LU we otras ase Ons Some ks 3% 


La suspension cellulaire est répartie, & raison de 1 ml par tube, 
dans des tubes a essais de 14 x 140 mm bouchés au caoutchouc 
et mis a l’étuve a 37° en position inclinée. Le tapis cellulaire est 
généralement complet au bout d’une semaine et les tubes sont 
préts a étre inoculés. 


{soLeEmENT, — Pour commencer, on introduit une certaine 
quantité d’extrait ou de liquide de prélévement dans deux tubes 
de culture. Cette opération est nommée premier passage. En ce 
qui concerne les extraits de matiéres fécales, plusieurs techniques 
ont été utilisées a titre comparatif ; elles seront publiées d’autre 
part avec les résultats obtenus. Finalement nous avons retenu 
la suivante, qui nous a donné satisfaction sur le plan de la 
sensibilité, et qui présente sur les autres lavantage d’une grande 
simplicité. Dans chacun des deux tubes, on met 0,3 ml d’extrait. 
Apres quoi les tubes sont mis en position inclinée pendant 30 mn 
a la température du laboratoire. Au bout de ce temps, on jette 
le vieux milieu mélangé d’extrait et on le remplace par 1 ml de 
milieu neuf. 

Pour les liquides de lavage de gorge et les L. C.-R., nous nous 
contentons de renouveler les deux tubes et d’y ajouter 0,3 a 
0,5 ml du prélévement. 

Dans tous les cas les tubes sont mis. 4 l’étuve a 37° dans un 
appareil a tubes roulants. Au bout de 3 jours, on fait une premicre 
lecture. Si les deux tubes sont détruits, on fait immédiatement un 
deuxiéme passage (voir ci-dessous). Sinon, on les remet a l’étuve. 
Aprés 4 jours (c’est-a-dire 7 jours aprés inoculation) on proceéde 
ad une deuxiéme lecture ; mais quel qu’en soit le résultat, on fait 
systématiquement un deuxiéme passage. 

Le deuxiéme passage s’effectue trés simplement en transférant 
4 deux tubes neufs fraichement renouvelés le mélange du liquide 
de culture des deux tubes du premier passage, a raison de 0,1 ml 
par tube. On peut aussi rejeter le milieu des tubes du deuxiéme 
passage, puis les inoculer et enfin remettre le milieu neuf. On 
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fait deux lectures comme pour le premier passage. Les tubes 
présentant un effet cytopathogéne au second passage sont consi- 
dérés comme positifs et soumis au typage. Les tubes restés nor- 
maux sont déclarés négatifs. En cas de doute on fait un ou 
plusieurs passages ultérieurs avant de typer. 


Typace. — Le virus utilisé pour les typages est le liquide de 
culture du deuxiéme passage aprés destruction compléte des 
cellules. L’expérience nous a montré que la dilution au 1/100 
de ce liquide donnait les meilleurs résultats. 

Les sérums que nous employons sont des sérums de lapins 
préparés par plusieurs injections de virus poliomyélitique. Ils 
sont monovalents, et de titre élevé (1/640 au moins). On les 
inactive & 56°C pendant une demi-heure et on les conserve 
congelés aprés répartition en ampoules de 1 ml. 


Pour l’exécution de la réaction, on mélange 4 parties égales le virus 
avec chacun des trois types de sérum antipoliomyélitique. Du virus 
dilué de moitié dans du milieu normal sert de témoin. Aprés un séjour 
d’l1 h a Vétuve a 27°, les trois mélanges et les témoins sont inoculés 
chacun & deux tubes, ce qui donne huit tubes pour un typage. Le 
tout est mis 4 37° dans un appareil & tubes roulants. On fait deux 
lectures, lune aprés 48 h, l’autre aprés 72 h. La protection des cellules 
dans les deux tubes correspondant a un type de sérum, alors que tous 
les autres sont détruits, indique une neutralisation spécifique (virus 
poliomyéliltique) et détermine le type de ce virus. 

Si au contraire tous les tubes sont détruits, il ne s’agit pas d’un 
virus poliomyélitique, mis & part le cas d’un mélange de deux types 
différents de ce virus. En fait, cette derniére éventualité est rare et 
nous ne l’avons pas observée en 1957. 

Dans quelques cas, la destruction des cellules n’étant pas compléte 
dans les témoins, on est appelé & remettre les tubes a l’étuve pour 
1 ou 2 jours. Rarement on n’obtient aucune destruction dans les 
iubes ; le typage est alors recommencé en prenant le virus A la dilu- 
tion 1/10 ou méme non dilué. 

En effet, certains virus non poliomyélitiques ont un titre assez bas 
et ne peuvent étre passés A la dilution 10—. 


R&ESULTATS. 


Les résultats que nous avons obtenus en 1957 figurent dans le 
tableau I. Il y a eu 384 résultats positifs sur 1474 examens 
pratiqués, ce qui donne un pourcentage de positivité de 25,9 p. 
cent. 

Si maintenant nous considérons les cas d’isolement de virus 
poliomyélitique, en éliminant les virus indéterminés qui feront 
objet d'une étude ultérieure, nous retenons 850 souches qui se 
répartissent comme il est indiqué dans le tableau II. 
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Tastrau J. — Résultats généraux. 
tL Ll LL 
: Nombre d'examens : Résultat : Résultat positif : 
H : : ; Q : : Q Indéter-: 
3 pratiqués 3) pnegatat rol ol ise Polioy Ll 1) Poltomrlnes : 
$ : : : . miné 
: 1471 SOTO ee ce si 2 Ors) 125 : 15 st 
Tanivvu I. — Répartition des types de virus poliomyélitique. 

: Résultats positifs polio type) | Vetype: be es Typer DEL : Total 

: Nombre : 312 : 23 : 15 : 350 : 

2 Pourcentage ; 89,0 % 2 6,6'%: 2h 455% 32 100K. 


L’interprétation de ces résultats et la comparaison avec les 
résultats obtenus antérieurement ont déja fait objet d’une com- 
munication 4 l’Académie de Médecine [5]. Nous n’y reviendrons 
donc pas. 

Mais, d’autre part, il nous a paru intéressant de grouper les 
cas positifs en fonction de l’atteinte clinique présentée par les 
sujets. Nous avons obtenu ainsi les éléments reproduits au 
tableau III. La catégorie « syndromes paralytiques » rassemble 


Tanteau Ill. — Répartition suivant le syndrome clinique. 
2 : iy : : : Pourcentage : 
: ? Type I : Type II : Type III : Total ° : 
Ee 
; Syndromes paralytiques : 164 ‘ alls : 8 : 187 : 53,4 % : 
: Syndromes méningés 62 : 4 4 1Cr = 20,0 % , 
ee aiigees) Li oes eee mace ee 
Syndromes fébriles 15 : 1 : ak 17 g 4,9% : 
: Contacts : pil 1 1 : 5S) A 9,4 % 
(sans renseignements) 32 : al ; ) : BS 9,4% : 
: Total 312 3} 1s e350. : 


oo 
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tous les cas ou il y a eu une atteinte paralytique ou parétique, 
quels que soient les autres signes. Dans la rubrique « syndromes 
méningés » nous n’avons mis que les cas de formes méningées 
pures. La catégorie « syndromes méningo-encéphalitiques » n’ap- 
pelle pas de remarque spéciale. La catégorie « syndromes 
fébriles » groupe les affections fébriles sans signes de localisation, 
ou avec localisation extra-nerveuse. Les contacts sont des formes 
inapparentes décelées dans l’entourage des malades par la 
recherche systématique du virus. Enfin, la rubrique « sans ren- 
seignements » désigne les cas ot aucun renseignement clinique 
ne nous a été communiqué. Cependant, dans la plupart de ces 
cas, le simple fait d’avoir adressé au laboratoire des selles en 
vue de la recherche d’un virus indique que le diagnostic de 
poliomyélite était au moins envisagé par le clinicien. 


* 
x* 


Comme nous l’avons dit, la trés grande majorité des essais 
disolement a été faite a partir des extraits de selles. Les prélé- 
vements de gorge ont été trés peu nombreux : 9 en tout, sur 
lesquels 4 se sont révélés positifs. 

Deux de ces derniers provenaient d’enfants voisins de ht, 
atteints tous deux d’une angine rouge. Les selles correspondantes 
ne nous ont pas été envoyées. Nous avons isolé deux souches de 
type I, qui sont classées avec les aulres dans la catégorie « syn- 
dromes fébriles ». Dans chacun des deux autres cas ot le prélée- 
vement de gorge a été positif, on a isolé le méme virus des 
selles du malade. I] s’agit d’un type I, chez un contact, et d’un 
type II dans un cas de poliomyélite paralytique. 

Dans un des 5 cas de prélévement de gorge négatifs, on a 
trouvé un virus type I dans les selles. Dans les quatre autres cas, 
les selles sont restées négatives elles aussi. 


ze 
x * 


A la demande des médecins, nous avons effectué encore 
15 essais d’isolement a partir de liquides céphalo-rachidiens. Is 
se sont tous révélés négatifs. On sait en effet que dans le cas des 
virus entériques (sauf pour certains types ECHO), le L. C.-R. 
est toujours trés pauvre en virus, méme dans les formes purement 
méningées de la poliomyélite. 


* 
xk 


En conclusion, on peut dire que l’isolement des virus cytopa- 
thogénes a parr des selles de homme est devenu un examen 
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de routine. La proportion de virus non poliomyélitiques reste 
faible (8,1 °/,). Au sujet des virus polhiomyélitiques, on peut 
remarquer qu'un pourcentage élevé de types I (prés de 90 JB) 
caractérise année 1957, année ot précisément la morbidité polio- 
myélitique a été élevée. 


RésuME. 


En 1957, il a été effectué dans le Service des Virus 4 474 essais 
d’isolement, chez ’homme, de virus entériques cytopathogénes. 
384 souches ont été isolées, dont 350 poliomyélitiques et 34 non 
pollomyélitiques. Les premiéres se décomposent en 49,1 °, de 
type I, 6,6 °, de type H et 4,3 %, de type III. Quatre souches 
ont été isolées a partir de la gorge et aucune a partir du L. C.-R. ; 
toutes les autres a partir des mati¢res fécales. La prépondérance 
du type I coincide avee une morbidité poliomyélitique élevée. 


SUMMARY 


INCIDENCE OF THE DIFFERENT ENTEROVIRUSES ISOLATED DURING 
THE YEAR 1957. 


In 1957, 1471 attempts to isolate cyltopathogenic enteroviruses 
from man have been carried out in the Virus Department of the 
Pasteur Institute. 381 strains have been isolated : 350 poliovirus 
strains, 31 other enteric strains. The polio strams comprise : 
89,1 °, type I, 6,6 %, type I, 4,38 °% type III]. Four strains have 
been isolated from the pharynx, none from cerebrospinal fluid ; 
the other ones have been found in stools. The high percentage 
of type I strains corresponds to a high morbidity index. 
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EFFET DE L’INSTILLATION CONJONCTIVALE 
DE VIRUS GRIPPAL CHEZ LE LAPIN ET CHEZ LA SOURIS 


par Claude HANNOUN (*). 


(Institut Pasteur, Centre National de la Grippe 
Service de M. R. Dusarric vE LA Rivizre}) 


Au cours d’expériences ot nous injections du virus grippal 
dans la chambre antérieure de l’ceil du lapin [4], nous avions 
parfois constaté apparition d’un taux élevé d’anticorps chez les 
animaux utilisés. Ce phénoméne n’étant pas constant, nous ne 
pouvions l’attribuer a effet du virus a l’endroit ou nous cher- 
chions a l’injecter et nous avons alors remarqué qu’il s’agissait 
toujours d’animaux chez lesquels l’injection avait été difficile : 
une partie de l’inoculum avait pu déborder dans le cul-de-sac 
conjonctival. Nous avons alors entrepris une série d’expériences 
pour déterminer si l’introduction de virus grippal sur la conjonc- 
live pouvait provoquer l’apparition d’anticorps. 

Nous avons done pratiqué, chez des lapins adultes, des instil- 
lations bilatérales de virus grippal A (PR8) en déposant II ou 
III gouttes de diverses préparations de virus dans chaque ceil, 
en répétant l’opération 4 des intervalles qui seront précisés plus 
loin. Des prises de sang d’essai étaient effectuées avant la pre- 
miére instillation et aprés la derniére de chaque série. 

Le titre en anticorps de ces sérums était déterminé par l’épreuve 
de Vinhibition de Vagglutination aprés traitement au periodate. 
Les titres exprimés correspondent a l’inverse de la derniére dilu- 
lion de sérum inhibant totalement l’agglutination de 0,5 ml d’une 
suspension a 0,5 5 p. 100 de globules rouges de poule par 4 unités 
agglutinantes de virus A (PRS). Un protocole identique était suivi 
chez la souris, qui recevait seulement une petite goutte de virus 
dans chaque ceil. 

Les souris étaient inoculées avec des lignées de virus adaptées 
soit a Voeuf, soit 4 la souris. L’immunité “des souris était co 
chée soit par une épreuve avec du virus inoculé par aérosol, soit 
par titrage des anticorps anti-hémagelutinants dans le sérum. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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A. — EXPERIENCES SUR LE LAPIN. 


1° Instillations de virus vivant. — Dans ces expériences le virus 
utilisé est simplement du liquide allantoique infecté centrifugé, 
et titrant 1/5 120 (hémagelutination). Une expérience préliminaire 
comporta une série d’instillations quotidiennes durant six jours, 
suivie, aprés vingt jours de repos, d’une seconde série identique. 
Les titrages d’ anticorps montrérent (fig. 1) une apparition d’anti- 
corps 4 un taux modéré aprés la premiére série et une augmen- 


TITRE du SERUM (/NH/B/T/ON ce 
2.560 /‘HEMAGGLUTINATION) 


1.280 
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EVOLUTION du TAUXdes ANTICORPS (/NHIB/TION ae I’ HEMAGGLUTINATION) 
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tation beaucoup plus considérable aprés la seconde. On trouvait 
encore un niveau élevé du taux des anticorps deux mois aprés la 
fin de la seconde série d’instillations. 

Nous avons alors recherché l’effet d’instillations moins nom- 
breuses mais plus espacées : deux lapins regurent une instillation 
par semaine pendant quatre semaines, puis une instillation « de 
rappel » vingt jours apres la derniére. Le tableau I (expérience 2) 
montre que “les quatre premiéres instillations ont suffi a faire 
apparaitre un taux d’anticorps considérable et que la cinquiéme 
n’a eu aucun effet favorable. 

Dans une autre expérience, les lapins recurent deux instilla- 
tions par semaine, a vingt-quatre heures d’intervalle pendant 
quatre semaines, avec les résultats indiqués dans le tableau I 
(expérience 3). Le taux des anticorps s’est élevé rapidement pour 
baisser ensuite. 

2° Instillation de virus inactivé par le formol. — Le virus 
instillé consiste en une préparation de liquide allantoique centri- 
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Tasteau I. — Taux des anticorps (inhibition de l’hémagglutination). 


AVANT!10 jours aprés la}20 jours aprés laj20 jours apres la 
geme instillation] 4eme instilletion}>eme instilletion 


25 jours apres la 
8eme instillation 


LAPIN 26 
LAPIN 27 


15 jours aprés la 
2éme instillation 


LAPIN 39 (virus inactivé 
LAPIN 40 ) 


IEXPHRIENCK 


LAPIN 53 virus actif 


fugé, additionné de 1/1000 de formol puis conservé dix jours 
a +4°. Ce virus n’est plus infectant pour l’embryon de poulet 
mais agglutine encore a 1/5 120. 

Les lapins recoivent II gouttes de virus inactivé dans chaque 
ceil le premier jour; huit jours plus tard on répéte cette instil- 
lation. Un lapin témoin est traité de la méme facon, mais avec 
du virus non inactivé. Les lapins sont saignés quinze jours aprés 
la seconde instillation. Le tableau I (expérience 4) montre que le 
virus inactivé est beaucoup moins antigénique par cette voie que 
Je virus actif, mais qu’il provoque néanmoins apparition d’anti- 
corps. 


B. — EXPERIENCES SUR LA SOURIS. 


1° Instillations de virus vivant. — a) Dix souris recoivent dans 
chaque ceil I goutte de virus vivant adapté a lceuf titrant 10 unités 
agglutinantes au millilitre. Dix autres souris recoivent I goutte 
de virus adapté a la souris et de titre équivalent. Quelques souris 
meurent d’infection grippale a la suite de ces instillations : avec 
Je virus « souris », trois souris meurent les huitiéme, dixiéme et 
dixiéme jours. Les souris survivantes sont alors réinoculées pour 
la recherche de leur immunité. 

Le tableau II montre que presque toutes les souris meurent, 
mais en un temps plus long que les témoins. 

b) Dans une autre expérience, 20 souris recoivent une dose 
plus forte de virus « souris » (100 u. HA/ml). Huit meurent entre 
le quatriéme et le vingt-quatriéme jour. Une moitié des survivantes 
est saignée le trentiéme jour, l’autre moitié le soixantiéme jour 
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Tasreav I]. — Résultat de l’inoculation d’épreuve des souris instillées. 


MORTALITE DUREE DE LA MALADIE 
EN JOURS 
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* Sacrifiée le douzitme jour: poumons hépatisés 100 p. 100; ** sacrifiée le 
douzitme jour: pas de lésion. 


pour permetire la recherche des anticorps dans leur sérum : cette 
recherche se révéle négative aussi bien par fixation du complé- 
ment (antigéne S) que par inhibition de Phémagglutination. 

Ces résultats montrent que le virus déposé sur la conjonctive 
peut infecter la souris, soit qu’il passe dans les voles respiratoires, 
soit que la conjonctive puisse étre une porte d’entrée, mais que 
les souris survivantes ne présentent guére d’immunité puisqu’elles 
ront pas d’anticorps décelables et qu’elles meurent pratiquement 
toutes a la suite d’une réinoculation. Seul lV’allongement net du 
temps de survie a la suite de cette réinoculation empéche de 
conclure & une absence totale d’immunité. De plus, deux souris 
instillées avec le virus ceuf survivent 4 la réinoculation : Pune 
d’entre elles sans lésions était immunisée, l’autre avec des Iésions 
importantes avait cependant pu survivre. Chez les souris instillées 
avec le virus souris, une meurt le onziéme jour seulement, ce 
qui indique une immunité partielle. 

En résumé, sur 20 souris, 4 meurent, 1 est totalement immu- 
nisée, 2 partiellement et 13 n’ont pratiquement aucune immunité. 

2° Instillation de virus inactivé. — Trois expériences ont été 
réalisées avec du virus formolé ou glyoxalé [2]: une, deux et 
trois instillations A une semaine d’intervalle. Une seule souris 
meurt, d’une infection intercurrente, et les réinoculations donnent 
les résultats figurés sur le tableau III. 


Tasieau III. 


YD 
Mortalité|Temps moyen|Mortalité|Temps moyen }Mortalité {Temps moye 
de survie de survie de survie 

6.6 5.9 


5.9 
5.8 
5.8 
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Les instillations de virus tué n’ont aucun effet immunisant chez 
la souris, puisque les animaux traités meurent pratiquement tous, 
et souvent méme plus rapidement que les témoins. 


C= Discussions 


L’instillation de virus grippal frais sur la conjonclive provoque, 
chez le lapin, lapparition d’anticorps inhibant l’/hémagglutination 
jusqu’a des titres élevées. Les titres atteints sont de. Tordre de 
ceux obtenus habituellement pour la préparation des sérums 
iémoins par injection intraveineuse de 10 ml de liquide allan- 
toique brut et saignée dix a quinze jours plus tard. Or, il suffit 
ici de quelques dixiémes de millilitre (lapin 53 : deux instillations 
de 0,1 ml dans chaque cil = environ 0,4 ml en tout) qui, injectés 
par voie intraveineuse, seraient incapables de déclencher une 
production aussi intense d’anticorps spécifiques. Par ailleurs, le 
virus inactivé, qui, du point de vue antigénique, se comporte 
par voile intraveineuse comme le virus actif, a ici une action 
infiniment moins efficace. D’autre part, la répétition des instil- 
Jations ne semble pas améliorer les résultats quel que soit leur 
intervalle : on obtient pratiquement d’aussi bons résultats avec 
deux instillations espacées d’une semaine qu’avec douze instilla- 
tions en deux séries de six injections en six jours. 

Ces résultats permettent de préciser le mécanisme de la pro- 
duction des anticorps. Le fait que Vinactivation du virus empéche 
Vélaboration d’anlicorps suggére que l’intervention d’un processus 
infecticux ou, tout au mois, d’une multiplication du virus est 
nécessaire pour l’élaboration de ces anticorps. Nous n’avons 
pourtant jamais pu observer, chez les lapins recevant le virus, 
ni réaction locale d’infection ou méme Virritation visible, ni 
lésion a l’autopsie. A peine avons-nous pu noter une trés légére 
réaction thermique rapide et fugace : les lapins ayant recu les 
instillations 4 10 heures ont généralement 40° a 14 heures, pour 
revenir aux alentours de 39°5 4 18 heures. Il n’y a pas d’autre 
modification pendant les dix jours suivants ; il est pourtant inté- 
ressant de constater que le liquide allantoique normal ne provoque 
aucune poussée thermique. Bien qu’il soit classique de considérer 
que le lapin n’est pas sensible au virus de la grippe, cette notion 
appelle cependant une réserve : essayant précisément d’adapter 
le virus grippal au lapin, et ceci sans succés, nous avions signalé 
existence, dans les frottis de poumon de lapin inoculé par voie 
trachéale, de cellules caractéristiques de l’infection par le virus 
grippal (3) retrouvées par la suite chez la souris [4], animal 
sensible. Ainsi, nous avions trouvé chez un animal non sensible 
(pas de maladie et surtout, pas de multiplication décelable du 
virus) des cellules visiblement infectées, traces au moins d’une 
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infection abortive ou atypique comme on en connait d’ailleurs 
maintenant des exemples avec d’autres virus dans les cultures 
cellulaires, Il n’est done pas possible d’éliminer formellement 
léventualité d’une infection ou d’une multiplication virale sous 
une forme peut-étre particulitre pour expliquer le phénoméne que 
nous avons décrit. 

‘L’immunisation par cette voie a d’ailleurs été démontrée chez 
le lapin avec d’autres types d’antigénes. Ramon et Richou [5], 
a la suite d’expériences d’Ehrlich et de Romer, montrérent en 
1935 que les instillations conjonctivales d’abrine, qui provoquent 
chez le lapin une forte conjonctivite, permettent d’immuniser 
Yanimal contre cette substance, avec apparition d’anticorps circu- 
lants ; il en est de méme pour les toxines diphtérique et staphy- 
lococcique, qui provoquent aussi une intense réaction inflamma- 
tolre, puis une immunisation. Avec la toxine diphtérique par 
exemple, six ou huit instillations, représentant des quantités 
suffisantes pour tuer le lapin par injection sous la peau, per- 
mettent d’obtenir l’immunité. Les mémes substances, traitées par 
le formol et la chaleur, deviennent inoffensives et perdent en méme 
iemps leur pouvoir immunisant; mais linstillation simultanée 
d’anatoxine diphtérique et d’abrine active déclenche a la fois la 
réaction locale et la production d’antitoxine diphtérique. La 
réaction inflammatoire est donc nécessaire a l’immunisation. Ces 
expériences montrent que, pour immuniser par voile conjonctivale 
contre des antigénes non infectieux, il est nécessaire de provo- 
quer une forte réaction de l’organisme : les antigénes instillés 
doivent posséder une certaine agressivité. 

La souris, animal sensible, semble avoir un comportement trés 
différent de celui du lapin: certains animaux s’infectent a la 
suite de instillation conjonctivale de virus avec, d’ailleurs, un 
mauvais rendement puisque 100 doses létales (par voie intra- 
nasale) instillées 4 des souris n’en tuent que 3 sur 10. Mais 11 
n’y a pas ou presque pas d’infections inapparentes puisque 1’on 
n’obtient pas d’immunité: il s’agit en somme d’un phénoméne 
de tout ou rien. L’infection inapparenle par le virus grippal 
existe pourtant bien chez la souris [6]. Le virus adapté a lceuf 
et peu virulent pour la souris semble néanmoins un peu plus actif 
puisque, sil tue moins de souris, quelques-unes cependant 
s’immunisent. 

On a préconisé la vaccination antigrippale par voie intnanasale 
avec un virus vivant mais peu virulent. Ce mode d’immunisation 
ferait apparailre une immunité tissulaire locale qui a pu étre 
démontrée dans certains cas. L’existence d’infection virales a porte 
dentrée conjonctivale pourrait de méme inciter a créer une 
défense locale A cet endroit, dans les cas ot cela est possible, 
par des applications de préparations de virulence atténuée. Pour 
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certains virus, en effet, la conjonctive est une porte d’entrée habi- 
tuelle : le virus de la rougeole par exemple, pour lequel quelques 
auteurs vont jusqu’é considérer cette voie d’introduction comme 
la seule voie naturelle {7}; les adénovirus qui, appliqués expéri- 
mentalement 4 des volontaires, sont plus efficaces et réguliers dans. 
leurs effets par badigeonnages de la conjonctive palpébrale que 
par instillation intranasale ou inhalation [8]; la fiévre jaune enfin 
qui, instillée sur la conjonctive, provoque une encéphalite chez. 
la souris dans prés d’un cas sur deux [9]. 

Les expériences sur la souris ne permettent pas de penser que 
la conjonctive est une porte d’entrée privilégiée pour le virus. 
erippal, mais montrent qu’elle est une voie possible. 

Un mode d’immunisation utilisant la voile conjonctivale a été 
préconisé récemment pour la prévention de la maladie de New- 
castle chez le poulet {10}: Vinstillation intra-oculaire de virus. 
« incomplet » chez le poussm d’un jour donne d’aussi_ bons. 
résultats que la vaccination par la méthode classique. Cette 
méthode combine l’utilisation d’un virus vivant mais peu infec- 
tant elt introduction par voie conjonctivale. De méme, Yoshida [44] 
rapportait en 1939 le résultat d’expériences de vaccination par le 
BCG instillé sur la conjonctive du cobaye : avec 25 traitements, 
on oblient apres trois mois une prévention égale a celle produite 
par Vinjection sous-culanée, bien que la réponse allergique ne 
soit pas loujours paralléle. Dans ces cas encore, l’instillation ne 
peut avoir un effet immunisant que s’il ne s’agit pas d’un matériel 
inerte, mais d’une préparation contenant des éléments capables de 
multiplication, méme si leur pouvoir pathogéne est faible ou nul. 

On peut done se demander si l’inslillation conjonctivale ne 
pourrait pas étre un mode de vaccination par virus vivant atténué, 
utilisable contre la grippe ou d’autres maladies humaines A virus. 


CONCLUSIONS. 


L’instillation sur la conjonctive du lapin, animal peu sensible, 
de virus grippal actif provoque l’apparition dans le sérum de cet 
animal d’anticorps de titre élevé. La quantité de virus nécessaire. 
pour obtenir ce résultat est faible par rapport a celle que l’on 
doit injecter par voie parentérale pour obtenir un niveau d’anti- 
corps 6quivalent. Le virus inactivé, par contre, n’a qu’un pou- 


voir immunisant tres faible par cette voie. Il semble donc que- 


Vimmunisation soit due 4 un phénoméne actif, bien que le lapin 
ne présente aucun signe de maladie. 


Chez la souris, animal beaucoup plus sensible, le virus adapté. 


est moins pathogéne par voie conjonctivale que par voie nasale, 
mais tue néanmoins un certain nombre de souris. Les souris sur- 
vivantes sont cependant peu immunisées. 


INSTILLATION CONJONCTIVALE DE VIRUS GRIPPAL 177 


SUMMARY 


EFFrect OF CONJUNCTIVAL INSTILLATION OF INFLUENZA VIRUS 
IN RABBITS AND MICE. 


Rabbits receiving a conjunctival instillation of active influenza 
virus produce high titers of serum antibodies. The necessary 
amount of virus is low, and always lower than the amount 
required to obtain the same result by means of a parenteral ino- 
culation. Inactivated virus, on the contrary, possesses but a very 
low immunizing capacity after conjunctival instillation. It seems 
then that immunization is due to an active phenomenon, although 
rabbits do not manifest any noticeable symptom or lesion. 

In mice, mouse-adapted virus is less pathogenic after conjunc- 
tival instillation than after nasal inoculation ; however, it kills 
a certain number of animals and the surviving mice have only 
a very low immunity. 

The use of conjunctival inoculation of attenuated viruses as 
vaccines against diseases with a conjunctival mode of infection 
is suggested. 
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LE POUVOIR INHIBITEUR DU SERUM 
VIS-A-VIS DU BACTERIOPHAGE T2 r + 
ET LA PROPERDINE 


par J.-C. FRANCQ, A. EYQUEM et N. GUYOT-JEANNIN (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire d’ Hématologie 
[Service R. Dusarric bE LA Riviére}) 


La properdine, qui a été mise en vedelte 4 la suite des travaux 
de Pillemer, est le plus souvent évaluée par son aptitude a fixer 
le composant C’3 du complément hémolytique en présence de 
zymosan. On lui altribue d’autres propriétés, anti-bactériennes 
ou anti-virales. Son activité hémolytique pour les globules rouges 
iannés ou les globules de malades atteints d’hémoglobinurie 
paroxystique nocturne, n’est pas suffisamment intense pour étre 
décelée a de fortes dilutions du sérum et n’a donc pu étre mise 
a profit. Son activité neutralisante pour Shigella dysenteriae et 
pour le virus de la maladie de Newcastle [9] a surtout servi 
a Pétude de sérums d’animaux,. 

Le pouvoir inhibiteur du sérum normal pour le bactério- 
phage T2r+ a permis 4 Van Vunakis, J. Barlow et L. Levine {8} 
de proposer une technique de titrage. Ils ont ainsi observé que 
ce pouvoir est thermolabile a 56° et qu’il ne se manifeste qu’en 
présence des quatre composants du complément et de cations 
divalents. 

La technique que nous utilisons a essentiellement pour base 
les premiers travaux de ces auteurs et a été adaptée aux besoins 
des études de biologie clinique, pour permettre un examen 
sélectif plus rapide d’un plus grand nombre d’échantillons. 

Le titrage a été réalisé par la neutralisation du bactério- 
phage T2r+ actif sur Escherichia coli B. Une suspension conte- 
nant 2,5 x 10* particules, sous un volume de 0,5 ml, est mise 
en contact pendant soixante minutes 4 37° avec des dilutions pro- 
gressives (entre 1/5 et 1/50) de chacun des prélevements A exa- 
miner ; les dilutions sont pratiquées sous un volume de 0,5 ml 
dans du tampon au véronal a pH 6,8 (0,124 mol.). 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1958. 
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La neutralisation des particules des phages par les facteurs 
anli-phage est arrétée par addition de 4 ml de tampon (pH 6,8) 
refroidi a 4°; les particules de phages non inactivées sont 
tittées A Vaide d’une seule boite de Petri pour chaque sérum. 
Les boites de Petri, dans lesquelles on a coulé de la eélose, sont 
inoculées, en excés, avec une culture de seize heures d’E. coli B, 
qu'on laisse imprégner pendant quinze minutes. Aprés aspiration 
de l’excédent on dépose a la pipette calibrée une goutte de 
1/40 de milliitre de chacune des dilutions. 

Chaque boite recoit VI gouttes & la périphérie et I goutte au 


Fic. 1. — Image projetée d'une goutte contenant une cinquantaine de _ plages, 
correspondant aux phages non _ inactivés. 


centre (provenant du tube témoin sérum chauffé). Les boites de 
Petri sont laissées durant trente minutes a 20° et vingt-quatre 
heures 4 37°. 

La numération des plages correspondant aux particules non 
inactivées est réalisée en chambre noire, apres agrandissement 
de Vimage (x 50) a l’aide d’un lecteur a microfilms. La numé- 
ration est effectuée a l'aide d’un compleur électronique. La den- 
sité de la suspension de phage fournit en moyenne 100 particules 
pour 1/40 de millilitre de sérum témoins (fig. 1). 

Le nombre d’unités contenues dans 1 ml de sérum frais est 
défini par Vinverse de la dilution correspondant a une neutrali- 
sation de 50 p. 100 des particules. 
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Cette technique permet d’examiner a la fois 30 & 50 échan- 
tillons de sérum; ceux-ci doivent avoir été prélevés stérilement 
et conservés 4 — 20° ou — 40°. 

Parallélement a été déterminé, sur chacun des échantillons de 
sérum, le taux de properdine, selon la technique de Pillemer ou 
une technique simplifice. 

De plus, pour certains échanlillons, nous avons effectué la 
détermination du taux de properdine inhibitrice de l’hémolyse, 
en différant de soixante minutes l’adjonction de R. P. jusqu’a la 
formation du complexe properdine-zymosan (2, 3, 6] et dans 
certains cas parallélement sur le prélévement de sérum soumis 
a Vultvacentrifugation 4 30000 g, pendant deux heures [2]. 

Les mémes lots de R. P. et R3 et zymosan ont été utilisés tout 
au long de cette étude. Leur activité avait été vérifiée auparavant. 


RESULTATS. 


SérRuM HuMAIN. — Les résultats typiques de Vactivité anti- 
phage des sérums normaux montrent qu il n’y a pas de phéno- 
mene de zone pour les dilutions supérieures a 1/5. 

Pour les adultes normaux, agés de 20 a 25 ans, les titres anti- 
phage sont compris entre 15 et 50 unités par millilitre, la moyenne 
étant 25, et pour 85 p. 100 d’entre eux entre 18 et 33. 

Le titre de la properdine inhibitrice de Vhémolyse est, pour 
ces mémes sujets, compris entre 1 et 6 unités, 4 unités en 
moyenne (tableau I). 

Tasieau I, 


Neutralisation du phage T2r+ par le sérum. 


I- SERUM HUMAIN NORMAL 


Nombre de plages comptées 
Dilution du sérum 
1/10 |1720 |1725|1/33| 1/50 


Dilution du sérum Nombr 
1/4 178 | 1716.) 1/32 | 1/64 |/7/28) dunités/ml 


16 82 | 102 | 110 | 141 188 | 179 8 
186 | 180 | 218 | 190} 191 | 219] 201 (2 
168) 152] 179 | 169 | 200] 191 193 ia 
2! 23 39 98 | 154 32. 


Mais il est important de remarquer qu’il n’y a pas toujours 
correspondance exacte entre les deux déterminations pour un 
méme échantillon. 
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SERUM DE CHEVAL. — Le tableau I donne un exemple des 
résultats de la neutralisation de T2r+ par le sérum de différents 
chevaux dont 1 normal (106) et 3 immunisés (632, 76, 748). Ces 
chevaux ont été immunisés pendant plusieurs semaines, la plu- 
part vis-a-vis de l’anatoxine tétanique ou diphtérique et quelques- 
uns vis-a-vis d’H. pertussis et E. rhusiopathiae. L’étude de 
84 chevaux immunisés a montré que le titre neutralisant était en 
moyenne de 4 unités. I] est compris entre 1 et 2 unités pour 
50 p. 100 des animaux, entre 2 et 4 pour 25, entre 8 et 12 
pour 25 p. 100. Au contraire, chez les chevaux normaux non 
immunisés, la valeur moyenne est de 18 unités. 


L’examen de ces mémes échantillons de sérum a lVaide de la 
technique d’inhibition de ’hémolyse a montré que le titre de la 
properdine sérologique était supérieur 4 1 unité chez les animaux 
immunisés, alors qu'il était en moyenne de 4 unités chez les che- 
vaux normaux. 

Ces premieres observations nous ont incilés & poursuivre ces 
études comparatives sur des échantillons de sérums de malades 
atteints de différentes affections, notamment de rhumatismes 
inflammatoires chroniques et d’affections malignes. 


L’ensemble des observations nous améne a conclure qu il n’y 
a pas de corrélation absolue chez le cheval et chez Vhomme 
malade, entre les résultats fournis par les deux méthodes. Par 
contre, chez homme normal, la corrélation est assez satisfai- 
sante. 

Celle opinion s’accorde avec des conclusions récentes de 
Barlow, Van Vunakis et Levine [4], qui ont remarqué, 4 l’examen 
de certains échantillons de sérum humain, une absence de corré- 
lation entre des valeurs obtenues par les deux méthodes. 


Il est, pour eux, possible que lune des deux méthodes néces- 
site la présence de facteurs sériques différents des composants 
du complément ou de la properdine et du Mg++. En général, 
d’aprés leurs observations, les valeurs neutralisant le bactério- 
phage sont supérieures aux titres de la properdine déterminés par 
la technique sérologique ; dans certains cas, la présence d’inhibi- 
teur doit ¢tre soupconnée. 

Nous nous accordons a considérer que la pente de linactiva- 
tion du phage T2r+ est, chez lanimal, nettement différente de 
celle observée chez ’homme normal. Celte différence est surtout 
évidente pour le cheval. Il n’est pas impossible qu’elle soit attri- 
buable aux caractéres particuliers des facteurs du complément 
chez le cheval, dont l’activité hémolytique globale est trés faible 
(Audran), 2 43 unités C’, a opposer 4 40-50 unités pour ?homme, 
vis-i-vis de différents systtmes hémolyliques, dont celui utilisé 
pour le dosage de la properdine. 
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Il est & remarquer que le facteur anti-phage présent dans le 
sérum de cheval garde en moyenne 50 p. 100 de son activité 
apres trente minutes a 56°. 

L’aclivité anti-phage est, en premiere analyse, assez largement 
indépendante des conditions de force ionique et de pH, surtout 
dans le cas du sérum de cheval. 

Ce fait authentifie le phénoméne de zone qui peut s’observer 
pour les dilutions de sérum inférieures 4 1/5 car, avec le tampon 
au véronal utilisé, le pH 7 n’est atteimt que pour les dilutions 
supérieures a 1/5. 


ResuME. 


La technique d’étude de Pévaluation du pouvoir anti-phage 
permet d’examiner un grand nombre d’échantillons de sérum 
dans une méme série et présente ainsi un certain intérét pour la 
biologie clinique. Chez ’homme normal, le titre est compris entre 
15 et 50 unités par millilitre, avec une moyenne de 25. I n’y 
a pas de correspondance entre ces valeurs et celles obtenues par 
Vétude de l’évaluation sérologique de la properdine, par inhibition 
de I’hémolyse. Chez les chevaux normaux, le tilre moyen du 
pouvoir anti-phage est de 18 unités, alors quil est de 4 unités 
chez 84 chevaux immunisés contre les anatoxines diphtériques 
ou tétaniques. 


SUMMARY 


INHIBITORY CAPACITY OF SERUM TOWARDS T2r+ PHAGE 
AND PROPERDINE. 


With the study of the evaluation of anti-phage capacity, il is 
possible to examine a great number of serum samples in one 
series. This technique has then a certain importance in clinical 
nology. In normal humans, the titre ranges from 15 to 50 units 
per inl, with a mean value of 25. There is no correspondence 
between these values and those obtained by the study of pro- 
perdin serological evaluation by means of hemolysis-inhibition. 
In normal hors ses, the mean titre of anti-phage capacity is 18 units, 
whereas it is 4 units in 84 horses immunized against diphtheria 
and tetanus toxoids, 


* 
x* 


Nous sommes reconnaissants & Miss H. Van Vunakis, a 
L. Levine et & notre collégue, le D™ P. Nicolle, de nous avoir 
facilité cette étude. 


POUVOIR INHIBITEUR DU SERUM 183 


BIBLIOGRAPHIE 


Bartow (J. L.), Van Vunanis (H.) et Levine (L.). J. Immunol., 
1958, 80, 339 et 349. 

Eyquem (A.). Vie Congrés Soc. Europ. Hématol., Copenhague, 1957. 

Eyquem (A.), Franca (J. C.) et De~monre (C.) [sous presse]. 

Eyquem (A.), FRANcg (J. C.) et Guyor-Jeannin (N.). II7¢ Symposium 
of the Reticuloendothelial Society, Rapallo, 1958. 

Eyguem (A.) et Turtis (J.C.). Vox sanguinis, new series, 1957, 
Zeger 

Kent (J. F.), Toussainr (A. J.) et Hoox (A. W.). Proc. Soc. exp. 
Biol., 1957, 96, 676. 

Laurett (A. B.) et Gruss (R.). Act. path. microb, scand., 1958, 
43, 310. 

Van Vunaxis (H.), BaRtow (J. L.) et Levine (L.). Proc. nat. Acad. 
Sci., 1956, 42, 391. 

Wenpcewoop (R. J.), Griinsperc (H. S.) et Pirtemer (L.). J. exp. Med., 
1956, 4104, 707. 


LES GROUPES SANGUINS DES LAPINS 


par M™e LILLE-SZYSZKOWICZ et A. EYQUEM (*). 


(Institut Pasteur, 
Centre d’Etude des Groupes sanguins des animaux 
[Service R. Dusarric pe LA Riviere)) 


De nombreux travaux ont été consacrés 4 étude des groupes 
sanguins du lapin, mais le nombre des antigénes érythrocytaires 
existants reste encore mal défini, et il n’y a pas d’accord entre 
les différentes nomenclatures utilisées. Cette confusion, signalée 
récemment par Cohen, avait déja été remarquée dans un exposé 
antérieur (Dujarric de la Riviere et Eyquem [45]). Elle apparait, 
a Vexamen du tableau, partiellement empruntée a une récente 
étude d’Anderson. 


TaBLEau I, 


Auteurs Systéme de notation et fréquence des groupes 


Fischer et Klinkhart | A (6%) B (15%) nil AB(79%) 
Keeler et Castle H2(44%) Hy (28%) O (7%) Hy Ho (21%) 
Fischer K, (22%) K, (IS %) 0 (1%) K, Kz (48%) 
Moarcussen Ka Kb nil Ka Kb : 
Knopfmacher H H Hy ho 


2 if 
Keliner et Heda/ (17,7 %) G (26,5%) nil G(56,7%) 


Dahr et coll. 21g (22%) | Ry (13%) 7 ?ry Ry( 60%) 
Heard Y Z Ww 
Joysey Gb 6a (che 
Cohen A F D 

Anderson A(19,3%) | B(52%) 0(5,7%) | AB(23%) 


Lille-Szyszkowicz et 
Epeoe A (16%) B (36%) 0(8,8%) | AB(39,2%) 


Les premiers travaux sur les hémagglutinines produites chez 
le Japin ont concerné V’élaboration des immunagglutinines corres- 
pondant aux antigénes érythrocytaires A, B, O; certains lapins 
sont aptes 4 produire des anticorps vis-a-vis de J antigéne 
humain A, D’autres n’ont pas ce pouvoir, car ils possédent une 
substance ayant une structure analogue A lV’antigéne humain A 
(von Dungern et Hirszfeld [46] ; Boyd et Feldman [6] ; Fischer {48}). 
Seuls les lapins ne possédant pas ces substances peuvent éla- 
borer des anticorps vis-a-vis de ’antigeéne humain A. De plus, les 
globules et organes des lapins possédent une substance absor- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1958. 
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bant les iso-agglutinines anti-B du sérum humain (Fischer [18] ; 
Boyd et Feldman [6]; Dujarric de la Riviere et Kossoviteh [45 bis}. 

Les anligénes érythrocytaires A et B, décrits par Levine et 
Landsteiner | [80] ont été désignés par le symbole K, et K,, par 
Fischer [48], qui a de plus individualisé trois autres antigenes : 
K,, K, et K, permettant de distinguer 24 combinaisons  anti- 
géniques. Castle et Keeler {7] ont défini, plusieurs années aprés, 
deux antigénes G et g et n’ont pas trouvé de lapins du groupe O 
dont les “erythrocytes n’étaient pas agglutinés par les iso-anti- 
corps anui-G et anti-g. Ces anligenes ‘eC et g sont identiques, 
d’aprés les travaux de Joysey (25], aux antigénes Y et Z de 
Heard (22). 

Trois isoagglutinogénes, R,, r et R,, ont été découverts par 
Dahr et Fischer [42]; ces agelutinogénes correspondent a ceux 
du systeme de Kellner et Hedal (27). 

Par iso-immunisalion Matsumoto et Watanabe {80 bis] ont 
obtenu quatre types d’anticorps spécifiques des ee aces 
C, D, pouvant étre isolés ou associés chez le méme animal. Le 
pourcentage des arent ea était sur 150 lapins : D (82,47), 
AB CD) aS 83), A A a A i D (12,34), A D (5,84), C D (4,55), 
OR a), AL Cr et De (os): AB et BC> (i320), Ba bb “et 
ABC (0,05). 

Trois anligénes principaux et différents caractéres de classifi- 
cation moins certains ont été individualisés par Ivanyi et 
Tomaskova (23 bis). 

Anderson a utilisé les lettres A, B, O, tandis que Helmbold [23] 
a utilisé les synmboles romains de I a X. 

L’un de nous, en collaboration avec E. M. Jochem, au cours 
d’une étude antérieure (1954) de ce probléme, a observé la 
complexité d’action des iso-immunsérums obtenus. Au cours de 
ces examens, les globules rouges de certains lapins se sont 
révélés agglutinables par le sérum d’une forte proportion de 
lapins non immunisés (46 sur 48), alors quwils ne présentaient 
pas d’auto- agglutination, Ce phénoméne, qui a été observé chez 
des lapins sains en apparence, a disparu en quelques semaines. 
Il ne nous a pas été possible de Jui donner une explication satis- 
faisante et notamment de identifier au phénoméne de Thomsen- 
Friedenreich. Le fait qu'il a coincidé avec l’épidémie de myxo- 
matose évoque néanmoins un mécanisme viral possible. 

Cohen [40], qui s’est servi auparavant des symboles A, D, C, 
F, H, a souligné la nécessité d’une modification de la nomencla- 
ture. Il a constaté, de méme que Joysey, que les antigénes éry- 
throcytaires sont déterminés par trois génes allélomorphes. La 
nomenclature proposée par Cohen [40] (HG4, HG® et HG°) 
comprend le symbole H’ employé dés le début et la lettre g d’aprés 
Kellner [28], en tenant compte aussi des propriétés génétiques 
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des anligénes. Cohen propose d’utiliser une nouvelle lettre de 
Valphabet pour chaque facteur découvert. 

En dépit des difficultés résultant de Vabsence d'une nomen- 
clature uniforme, le lapin a été utilisé avec succés pour des expé- 
riences sur l’iso-immunisation et les conséquences palthologiques 
de Vincompatibilité des groupes sanguins (Keeler et Castle [26], 
Heard [22], Dahr [44], Anderson [4], Wright [33], Ivanyi [23 bis]). 

Nos recherches ont eu pour but de choisir un cerlain nombre 
de lapins susceplibles de servir de modéles pour les expériences 
@immuno-hématologie. La sélection des lapins devait ¢tre faite 
d’apres leurs groupes sanguins. 


MATERIEL ET METHODE. 


Ne disposant pas de sérum agglutinant de référence, nous 
avons commencé par en tenter la production. A cet effet nous 
avons procédé a la sélection des animaux & immuniser en étu- 
diant les iso-agglutinines « naturelles », et les immunagglutinines 
de cobaye anti-érythrocytes de lapin. 

En recherchant les iso-agglutinines « naturelles », nous avons 
cru pouvoir déceler des différences antigéniques entre les érythro- 
cytes de certains lapins. 

Sur 80 échantillons de sérum examinés, nous en avons trouvé 
8 avec des anticorps agglutinant les érythrocytes de certains 
lapins (n° 3882, 376 ...). Ce fait, & lui seul suggérait Vexistence 
de groupes sérologiques. Avec les érythrocytes de ces deux 
groupes de lapins (groupe 877 et groupe 64), nous avons immu- 
nisé 6 cobayes par injections intrapéritonéales. Les sérums de 
cobayes ainsi obtenus ont été inactivés a 56° et débarrass¢és par 
absorplion des hétéro-agglutinines, aprés contact avec des glo- 
bules rouges de lapins du groupe 64 inageglutinables. Ces sérums, 
ains} traités, ont agglutiné les érythrocytes de lapins avec lesquels 
les cobayes ont été immunisés, mais ils n’ont pas agglutiné les 
érythrocytes de plusieurs autres lapins. o 


IMMUNISATION DES LAPINS. 


Huit lapins sélectionnés d’aprés les indications données ci- 
dessus ont été immunisés avec les érythrocytes de quatre autres 
lapins. Les érythrocytes (prélevés a la veine marginale en solu- 
tion ACD) ont été lavés trois fois avant d’étre injectés. Les 
lapins ont recu, tous les trois jours, des doses allant de 0,5 43 ml 
de suspension érythrocytaire 4 50 p. 100. On a effectué 6 injec- 
lions. Les anticorps ont été recherchés et titrés aprés huit jours 


de repos. Une nouvelle série d’injections a été pratiquée par ta 
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suite, de telle sorte que chaque lapin a regu au total 12 injec- 
lions. Les résultats des immunisations sont les suivants : 

Sur 8 lapins immunisés, 2 (877 et 382) ont présenté des anti- 
corps titrant de 1/4 4 1/16. Afin de relever le titre des anlicorps, 
les immunisations ont été renouvelées en utilisant pour la_pre- 
muiére injection sous-cutanée Vadjuvant de Freund [24] (émulsion 
de Vadjuvant mélangé avec les globules rouges lavés, 0,5 ml). 
Par la suite, on a injeclé dans la veine, tous les trois jours, la 
suspension érythrocytaire. Cette série d’immunisations a donné 
des résultats trés favorables. Les titres agglutinants des sérums 
furent 1/512 (877 et 1/2048 (382); de plus, chez trois autres 
lapins (876, 371 et 382) sont apparues d'autres agelutinines dis- 
tinctes des précédentes (tableau II). : 


TasLeav II. 
NOMBRE NOMBRE 


DES ANIMAUX ANTICORES LIEBE DES INJECTIONS DAMEN ENN 
8. 2 1/4-1/16 42 

8. 5 1/2048 6 Adj. Freund 
6. 3S 1/512 6 BCG 


Pour les injections suivantes, l’adjuvant de Freund a été rem- 
placé, comme le suggére Cohen, par du BCG (Institut Pasteur), 
avec des résultats analogues. 

De cette facon, nous avons pu confirmer les observations 
d’Anderson et Cohen, d’aprés lesquelles l'emploi d’adjuvant 
pow immunisation permet de relever le titre des anticorps 
immuns, et en méme temps, de diminuer le nombre des injec- 
lions. 


TECHNIQUE. 


Pour délerminer les groupes sanguins des lapins, nous avons 
ulilisé toules les techniques classiques d’agglutination. En raison 
de la fréquence de lauto-agglutination, les érythrocytes exa- 
minés ont été mis en suspension dans une solution de sulfate de 
magnésium (8,3 p. 100),{Heard}, ou dans leur propre sérum, 
d’aprés le procédé utilisé pour examiner les groupes sanguins 
humains. 

A II gouttes de sérum, nous avons ajoulé I goutte de sus- 
pension érythrocytaire (2 p. 100). La lecture a élé pratiquée 
a Vaide d’un miroir concave, apres une heure de séjour a la 
température de 386° et aprés centrifugation trente secondes 
’ 1500 t/m. Dans les cas d’absence d’agglutination nous avons 
pratiqué la réaction indirecte de Coombs (1) et recherché Vagglu- 
tination des érythrocytes trypsinés et papainés. 


(1) Sérum de bouc anti-sérum de lapin, produit au Laboratoire des 
Groupes Sanguins de l'Institut Pasteur. 
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RESULTATS. 


Les sérums 371, 377 et 382 ont agglutiné les mémes globules 
rouges (environ 40 p. 100). Les sérums 373 et 383 ont agglutiné 
environ 60 p. 100 des échantillons de sang examinés. Nous 
avons désigné par le symbole anti-A les anticorps contenus dans 
les sérums 371, 377 et 382, et par anti-B ceux contenus dans les 
autres sérums. Les anligénes érythrocytaires correspondant a ces 
anticorps ont ¢élé désignés par les symboles A, B, AB, O. Le 
sérum 3882 agglutine, en outre, un certain nombre de globules 
qui ne sont pas agglutinés par les autres sérums. Nous avons 
désigné par le symbole C lantigéne correspondant a cet anti- 
corps. Les anticorps anti-C peuvent ¢lre absorbés par les glo- 
bules compatibles et peuvent en étre élués. Aprés absorption, il 
ne reste dans le sérum 382 que l’anticorps anti-A, dont le titre 
est sensiblement plus élevé que celui des anti-C. 

Nous avons constaté que les érythrocyles de certains lapins 
ne sont agglutinés par aucun des sérums examinés. Ces érythro- 
cytes ont été nommés « O ». 

Kntre temps, nous avons recu du D* Anderson de Glasgow, 
des sérums anui-A et anti-B, et du D* Cohen, les anti-A, anti-F 
et anti-H. 

Le tableau III représente les résultats des examens compa- 
ratifs de nos sérums avec ceux qui nous ont été envoyés. 


TasBieau III, 


ANDERSON 


Sérums 


es | 


Il en résulte que nos sérums réagissent de la méme maniére 
que les sérums anti-A et anti-B d’Anderson et les sérums anti-A 
et anti-l? de Cohen. Aucun des échantillons de sang que nous 
avons examinés n’a été agglutiné par le sérum anti-H. De plus, 
le sérum 882 a aggluliné un certain nombre d’échantillons de 
globules rouges qui n’étaient agglutinés par aucun de ces sérums. 

En vue d’établir la fréquence des différents antigenes chez le 
lapin, nous avons déterminé les groupes sanguins de 250 lapins 
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appartenant 4 des souches et races variées, et obtenu les résultats 
suivants : 

Répartition des groupes sanguins : A, 16 p. 100; B, 36 p. 100; 
AB, 39,2 p. 100; O, 8,8 p. 100. 

Fréquence du facteur A 0,552. 

Fréquence du facteur B 0,752. 


PHENOTYPES OBSERVES CALCULES Re 

AWE eh nae omens 40 34 1,06 

lh <a Singer 6 90 84 0,43 

INCL Ge GB) Ong 98 104 0,35 

(ORS rere ties. ies 22 28 1,23 
3,12 
3,12 (*) 


(*) Dans nos caleuls nous n’avons pas tenu compte de la fréquence du troisitme 
antigéne, désigné par le symbole C. Nous n’avons pas obtenu une quantité suffi- 
sante de sérum avec anticorps anti-C dont nous aurions eu besoin pour examiner 
une plus grande quantité de lapins. Sur 42 lapins de cette série nous en avons 
trouvé trois dont les globules étaient agglutinés par le sérum 382, sans étre agglu- 
tinés par les autres sérums. 


CARACTERISTIQUES DES ANTICORPS. 


Sur 250 échantillons de sérum examinés, nous n’en avons 
trouvé que 7 présentant des iso-anticorps chez les lapins non 
immunisés, Ces anticorps « naturels » sont de trés faible titre 
(titre 1/1 pour les érythrocytes normaux et 1/8 pour les érythro- 
cytes trypsinés). Dans 4 cas il s’agissait d’anticorps anti-A et 
dans 3 cas d’anticorps inclassables (d’aprés notre nomenclature). 

‘Les anticorps obtenus par iso-immunisation se présentérent 
tantot comme des anticorps agglulinants complets, tantot comme 
des anticorps incomplets. 

Iréquemment ces deux anlicorps sont apparus simultanément. 
Dans un seul cas (885) le lapin immunisé n’a produit dés le début 
que des anticorps incomplets, décelés, soit par la réaction indi- 
recte de Coombs, soit en utilisant des érythrocytes trypsinés. 
Dans deux cas (373 et 376), nous avons constaté, en renouvelant 
les immunisations, au lieu d’une augmentation des titres des anti- 
corps agglutinants, la disparition compléte de ceux-ci; par 
contre, dans le sérum de ces lapins, le titre des anticorps incom- 
plets atteint 1/4000. 


RECHERCHE DES ANTIGENES DANS LE PLASMA ET LES TISSUS. 


L’antigéne soluble peut é¢tre mis en évidence au moyen de la 
neutralisation des agglulinines des sérums par les liquides orga- 
niques et les extraits de tissus. Pour examiner ce facteur, nous 
avons ajouté & un volume de sérum de lapin, contenant des iso- 
agglutinines immunes anti-A (377) ou anti-B (3883) un volume 
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égal de sérum d’un lapin de groupe connu. Aprés une heure 
d’incubation a la température du laboratoire, l’activité aggluti- 
nante du sérum a été examinée. Comme témoin, nous avons 
utilisé le sérum auquel on a ajouté de l’eau physiologique a la 
place du sérum & examiner. Dans les deux cas, le titre d’agglu- 
{ination avant et aprés l’incubation est resté le méme. De la 
méme facon nous avons examiné le sérum 382 avec le broyat 
de la rate d’un lapin du groupe AB. Aprés incubation (une heure 
a la température du laboratoire) et centrifugation, nous n’avons 
constaté aucune inhibition de l’agglutination. Ceci prouve que les 
antigénes A et B des lapins examinés ne se trouvaient sous forme 
soluble, ni dans le sérum ni dans les tissus étudiés. 


RAPPORT ENTRE LES ANTIGENES DE GROUPES ERYTHROCYTAIRES 
DE L’HOMME ET DU LAPIN. 


Pour déterminer l’existence d’une telle communauté nous 
avons effectué les expériences suivantes : 

Le sérum des lapins contenant des anticorps connus anti-A et 
anti-B (382 et 383) a été absorbé par les érythrocytes humains A 
et B. Aprés la premiére absorption, les hétéro-agglutinines ont 
disparu tandis que le titre des iso-anticorps agglutinants vis-a-vis 
des érythrocytes des lapins correspondants n’a pas varié. Il en 
résulte quil n'y a pas de communauté entre les iso-antigénes 
érythrocytaires A et B de ’homme et A et B du lapin. 

Par contre, il nous a été possible d’absorber les iso-aggluti- 
nines anti-B dans Je sérum humain par les érythrocytes de lapin. 
Ceci confirme les observations faites antérieurement par d’autres 
auteurs (von Dungern et Hirszfeld [46], Boyd et Feldman [6], 
Fischer [48]), au sujet de la similitude de Vantigéne humain B 
et des antigenes érythrocytaires du lapin. Les érythrocytes des 
20 lapins examinés ont absorbé les iso-agglutinines anti-B des 
sérums humains. Aprés cette absorption il reste encore dans le 
sérum humain une certaine quantité d’anticorps anti-B en solu- 
tion, Ces anticorps ne disparaissent pas complétement, méme 
apres plusicurs absorptions. 


IMPORTANCE DES GROUPES SANGUINS DU LAPIN 
POUR LA PATHOLOGIE DE LA GESTATION ET POUR LA TRANSFUSION. 


I] résulte de l’analyse des iso-anticorps immuns du lapin qu’il 
existe une grande analogie entre ceux-ci et les anticorps Rh. II 
est ainsi possible de reproduire les résultats de l’iso-immunisa- 
tion, comme l’ont démontré certains auteurs (Dahr [44], Ander- 
son (4), Castle et Keeler [7], Kellner [28]. Dans certains cas, l’iso- 
immunisation a donné lieu & des symptomes pathologiques 
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(Nachtsheim et Klein [84], Kellner et Hedal [28], Dahr (44), 
Anderson [4], Ivanyi {23 bis}) ; dans d’autres cas, ces symptémes 
n étaient pas apparents, en dépit de la sensibilisation des érythro- 
cytes in vivo des nouveau-nés (Castle et Keeler [7], Heard [22]. 

Nous avons décidé de déterminer dans quelle mesure les symp- 
tomes de maladie dépendent du genre des anticorps et du degré 
d’activité de ceux-ci. Cinq femelles de différents groupes ont été 
[écondées par des males appartenant a des groupes incompa- 
libles ; 4 de ces femelles avaient été immunisées auparavant ; cette 
immunisation a été continuée, pour trois d’entre elles, pendant 
la gestation. Les résultats sont présentés dans le tableau IV. 


Femelle Immun. Nouveau- nés 
N2 et pendant) = nés 
groupe la gest. vivants 


Les femelles, dont le sérum présentait un titre assez élevé 
d’anticorps, immunisées ou non immunisées avant la gestation, 
ont donc, en dépit de l’incompatibilité de groupe, mis au monde 
des nouveau-nés sains; celles immunisées pendant la gestation 
ont mis au monde des portées dont, suivant les cas, tous les 
membres sont morts ou seulement quelques-uns. La réaction 
directe de Coombs était positive sur les érythrocytes des 3 nou- 
veau-nés mis au monde par la femelle 373; ils sont morts le 
lendemain de leur naissance. Quant a la femelle 482, malgré 
une immunisation opérée pendant la gestation, le titre de lanti- 
corps anli-O, méme vis-a-vis des érythrocytes trypsinés, n’a pas 
augmenté. I] n’y a pas eu non plus de sensibilisation in vivo 
des érythrocytes des nouveau-nés. 


Discussion. 


Ainsi qu'il résulte des travaux de plusieurs auteurs et de nos 
propres observations, les érythrocytes de lapin présentent une 
structure assez complexe. Il ne sera possible de déterminer de 
facon définitive le nombre des antigénes découverts qu’aprés 
avoir confronté les sérums obtenus par les différents auteurs et 
mis au point une nomenclature uniforme. C’est le but que se 
sont proposé Joysey [25] et Cohen [40]); ce dernier a examiné 
quelques-uns des sérums obtenus antérieurement et a démontré 
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qu’en dépil des différences de nomenclature la plupart des auteurs 
ont utilisé le méme systeme. 

L’adoption d’une nomenclature uniforme devient d’autant plus 
pressante que les lapins possédent d’excellentes aptitudes pour 
la reproduction de syndromes causés par |’iso-immunisation chez 
Vhomme. 

Les recherches sur l’érythroblastose foetale, provoquée par une 
incompatibilité de groupes sanguins, montrent que les anticorps 
passent in ufero en provoquant une maladie du foetus. Ces anti- 
corps se comportent comme les anticorps anti-Rh ; ils donnent 
une réaction de Coombs positive et présentent parfois un phéno- 
meéne de zone ; ils réagissent de la méme facon que les anticorps 
anli-Rh avee les globules rouges papainés ou trypsinés. 

Dahr a constaté les symplomes d’érythroblastose du nouveau- 
né, causée par l’iso-immunisation maternelle. Il a aussi repro- 
duit chez le lapin les symptOmes typiques d’un choc post-trans- 
fusionnel, provoqué par une incompaltibilité de groupes sanguins 
entre le receveur et le donneur. De méme Wright a utilisé le 
lapin pour étudier la survie des érythrocytes transfusés aux 
lapins des différents groupes. Tout récemment, Anderson a 
fourni une description trés détaillée des stigmates cliniques, séro- 
logiques et hématologiques de Jliso-immunisation pendant la 
gestation [4]. 

On n’a pu élablir avec certitude si, dans les cas deécrits, 
ces auteurs se sont trouvés en présence des mémes anticorps ou 
d’anticorps différents. Les anticorps G et g et anti-A et anti-B 
(Anderson) passent in utero, mais nous ignorons encore si c’est 
aussi le cas des autres anticorps (anti-H, anti-D, anti-F, etc.). 
Selon notre expérience, il semble trés difficile de provoquer une 
iso-imunisation par les antigénes C et O. 

Fischer a montré que K, et K, ne se trouvent que dans les 
érythrocytes, tandis que K, et K, se trouvent dans les organes. 
Cela peut entrainer certaines conséquences pour les processus 
de défense du fcetus contre l’iso-immunisation in vivo. Ces obser- 
vations auraient besoin d’étre complétées. 

Tl en est de méme de la communauté des antigénes de l’homme 
et de ceux du lapin. D’aprés nos propres expériences, une telle 
communauté n’est pas apparente ; néanmoins nous avons pu 
confirmer les observations d’autres auteurs quant a la présence 
dans les érythrocytes du lapin d’un facteur absorbant les agelu- 
linines anti-B du sérum humain. . 

Fischer a obtenu un sérum ageglutinant les globules rouges de 
certains lapins, en immunisant les lapins avec les érythrocytes 
humains. Une relation semble donc exister entre les antigénes 
humains B et les antigénes des globules rouges du_lapin. 
D’autres travaux ont cependant permis a Fischer d’aboutir a la 
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conclusion que l’existence d’une structure « B » ou « A » dans 
Yorganisme du lapin ne correspond pas aux anligenes spéci- 
fiques des érythrocytes des lapins. 

Friedenreich [20] et Owen [82] expliquent ce fait par la 
complexité des agglutinines anti-B, c’est-a-dire anti-B,, B, et Bs. 
Récemment, les études physico-chimiques de Jacquot-Armand et 
hiltti-Wurmser [24] ont montré que la quantité d’anti-B qui se 
fixe sur les hématies du lapin parait dépendre du rapport entre 
anti-B et anti-lapin. Selon Vexpérience de ces auteurs, les divers 
sérums humains sont susceptibles de contenir des quantilés 
variables d’agglutinines anti-lapin ou d’un facteur hypothétique 
qui aide a la fixation de l’anti-B. 

Nous avons pu montrer que le sérum anti-B, aprés absorption 
par les globules humains B, conservait le titre des hétéro-agglu- 
tinines anti-lapin. 

Un des problémes au sujet duquel les opinions varient encore 
est celui des iso-agglutinines naturelles chez le lapin. En dépit 
d’une grande diversité antigénique et de l’absence du facteur 
soluble dans les fluides et les tissus, les iso-agglutinines « natu- 
relles » n’ont pu étre trouvées que dans des cas exceptionnels. 
Dans nos expériences, sur 250 lapins non immunisés, nous 
n’avons trouvé que 7 lapins avec des iso-agglutinines. On pour- 
rait supposer que ces iso-agglutinines ont été provoquées par la 
gestation, car il s’agissait exclusivement de femelles. Mais, de 
méme qu’Anderson, nous avons pu constater que les grossesses 
successives, sans immunisation artificielle, ne provoquent pas 
apparition des anticorps (2). 


RésUuME. 


Apres un court apergu de |’état actuel des recherches sur les 
groupes sanguins chez le lapin, les auteurs communiquent les 
résultats de leurs propres expériences, qui ont abouti a Vindivi- 
dualisation de quatre antigénes érythrocytaires chez les lapins 
examinés. Ces antligénes ne se trouvent ni dans le plasma, ni 
dans les extrailts de tissus. Aucune communauté n’existe entre 
ces antigénes érythrocytaires du lapin et ceux de homme. 

Au moyen de l’iso-immunisation pendant la gestation il a été 


(2) L’un de nous (M™¢ L.-S.) remercie M. Dujarric de la Riviére de 
l’avoir autorisée & poursuivre ses travaux dans les laboratoires de 
l'Institut Pasteur. 

Nous remercions M™e Podliachouk d’avoir eu l’amabilité d’effectuer 
les contréles statistiques. 

Nous sommes reconnaissants 4 MM. Anderson et Cohen d’avoir eu 
Vobligeance de mettre des échantillons de leurs sérums de référence 
A notre disposition et 4 M. Cohen d’avoir examiné l’action de nos anti- 
sérums sur les globules rouges de ses animaux de référence. 
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possible de provoquer une érythroblastose foetale ; ceci constitue 
une preuve de l’existence d’une grande analogie entre les iso- 
anticorps immuns de lapin et les anticorps humains anti-Rh. 


SUMMARY 


THE BLOOD GROUPS IN RABBITS. 


Afler a summary of present achievements in the field of 
research concerning rabbit blood groups, the authors review 
the results of their own experiments. 

Four antigens of the red cells have been found in the rabbits 
examined. Neither in plasma nor in tissue extracts have these 
antigens been found. There is no community between rabbit and 
human antigens of the red cells. 

By applying iso-immunization during pregnancy, it was pos- 
sible to bring about erythroblastosis feetalis; this constitutes 
a proof of the existence of marked analogy between immune 
rabbit iso-antibodies and Rh antibodies. 
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COMPOSITION ANTIGENIQUE DES TREPONEMES 


1. L.ANTIGENE PROTEIQUE DE GROUPE DE LA SOUCHE REITER 
par J: PILLOT et M, FAURE ©). 


(Instilul. Pasteur) 


Les tréponémes, comme les autres micro-organismes, renferment 
plusieurs antigénes. Certains de ces antigénes ont pu étre indivi- 
dualisés en les séparant des corps microbiens par des méthodes 
chimiques, d’autres n’ont pu étre révélés que par des techniques 
immunologiques. 

Les études chimiques ont porté presque uniquement sur les 
tréponémes non pathogénes, en particulier la souche Reiter, que 
l’on peut cultiver aisément. On en a séparé des préparations anti- 
géniques de nature lipidique, de nature protéique et de nature 
polyosidique, mais ces préparations sont loin d’étre constituées 
par des produits purs, du point de vue chimique, ni du point de 
vue immunologique. Il nous a paru intéressant de reprendre 
certaines de ces études afin de mieux préciser la structure anti- 
génique des tréponémes (1). 


IO ANTIGENE PROTEIOUE DE GROUPE. 


On avait remarqué depuis longtemps (Noguchi, 1912; Gaeth- 
gens, 1929) qu il existait une parenté antigénique entre Trepo- 
nema pallidum, agent de la syphilis, et des tréponémes non 
pathogénes, la souche Reiter en particulier : les suspensions de 
ces tréponémes non pathogénes sont susceptibles de fixer le com- 
plément en présence de sérum de sujet syphilitique. On retrouve 
cetle communauté antigénique dans les produits protéiques extraits 
du tréponéme Reiter. D’Alessandro et ses collaborateurs [8] ont 
oblenu une préparation sérologiquement active constituée par 
une solution opalescente diluée (0.5 p. 1 000) de protéines préci- 
pitables par Je sulfate d’ammonium et coagulables par la chaleur. 


(*) Manuscrit recu le 14 octobre 1958. 

(1) Cette question a fait l’objet récemment de plusieurs revues 
bibliographiques détaillées, nous avons donc jugé inutile de l’exposer 
i nouveau. Nous renyoyons le lecteur 4 ces publications et en _parti- 
culier & [4] et [2]. 
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ls ont dénommé leur produit A. T. P. S. : antigéne tréponémique 
protéique soluble. L’hydrolyse de l’A. T. P.S. libére de nom- 
breux acides aminés et 10 p. 100 environ d’oses. Une partie de 
Yantigéne se trouve sous une forme macromoléculaire, qui sédi- 
mente par ultracentrifugation 4 20 000 g. L’analyse électrophoré- 
lique sur papier de la solution révéle la présence de deux 
substances. Cet antigéne fixe le complément non seulement en 
présence de sérum anti-tréponémes Reiter, mais encore en pré- 
sence de scrum de sujet syphilitique. Cette fixation est due a un 
systéme antigéne- -anticorps différent du couple antigéne lipidique 
de Wassermann-ré éagine syphilitique. 

Dans ce travail, nous avons repris l’étude de cet antigéne 
protéique. Afin de simplifier autant que possible le probleme 
immunologique, nous avons limité nos recherches a l’étude de la 
réaction croisée, tréponéme Reiter-sérum de sujet syphilitique. Ce 
nest qu’accessoirement que nous avons comparé les résultats 
obtenus avec le systeme hétérologue, avec ceux donnés par le 
systeme homologue, tréponéme Reiter-sérum anti-Reiter. Nous 
avons principalement utilisé une réaction de fixation du complé- 
ment, méthode sérologique trés sensible, ne demandant que de 
petites quantités d’antigéne et d’anticorps, A linverse de la 
réaction de précipitation qui exige l’emploi de réactifs beaucoup 
plus concentrés. 

Nous avons cherché & préparer cet anligéne avec un bon rende- 
ment et a l’obtenir sous une forme réellement soluble afin de 
pouvoir le purifier. Si on divise des corps tréponémiques par 
broyage (broyage mécanique, ultra-sons, cryolyse) on augmente 
leur activité sérologique, mais l’antigéne reste en grande partie 
lié A des particules de composition trés complexe. Lorsqu’on 
applique & ces suspensions, méme les plus fines, divers procédés 
de précipitations fractionnées (sels neutres, solvants organiques, 
acides...) quelle que soit la méthode employée, on fait floculer 
les mémes particules qui présentent toujours une constitution 
aussi complexe ; autrement dit, il n’est pas possible de réaliser 
une purification de la substance antigénique tant qu’elle est liée 

d’autres constituants tréponémiques. 

Des essais divers nous ont montré que lVantigéne protéique de 
groupe est tres fortement lié aux corps tréponémiques, et qu'il 
est uni a d’autres constituants antigéniques de ce micro-orga- 
nisme. Ce fait permet de laver ce germe sans perdre d’ antigéne, 
et méme d’en extraire certains constituants qui ne souilleront pas 
ultérieurement la solution antigénique. 

Nous avons solubilisé Vantigéne en milieu alcalin, phénoméne 
qui est favorisé par Ja délipidation préalable des tréponémes et 
par leur broyage. Les opérations doivent étre conduites avec 
précaution, car cet anligéne protéique se dénature facilement ; 
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il perd sa solubilité dans l’eau, alors qu’une partie au moins de 
son activité sérologique peut étre conservée, et demeure alors 
dans les fractions insolubles. Nous avons purifié ensuite l’antigéne 
par précipitation de sa solution en l’acidifiant a pH 3,5; cect 
nous a permis de le séparer d’un autre antigéne qui parait 
spécifique de la souche Reiter: il ne réagit pas avec le sérum 
de sujet syphilitique, mais seulement avec le sérum homologue 
anti-Reiter. 

L’analyse immunochimique par précipitation en milieu gélifié 
de l’antigéne purifié nous a montré qu’il renferme au moins trois 
substances. Pour pouvoir poursuivre la purification de cet anti- 
eéne, il sera utile de provoquer la dissociation des édifices macro- 
moléculaires qu’il renferme, et que l’on peut séparer par une 
ultra-centrifugation a 36000 g. 

Des essais sérologiques importants, conduits en France et dans 
les territoires d’Outre-Mer, nous ont montré que nos préparations 
sont douées d’excellentes qualités de spécificité et de sensibilité 
lorsqu’on les emploie pour effectuer le séro-diagnostic de la 
syphilis ou du pian. Nous nous sommes appliqués 4 mettre au 
point une méthode de conservation prolongée de ces antigénes, 
afin de faciliter leur utilisation pratique ; nous sommes parvenus 
aun irés bon résultat par addition d’un égal volume de glycérine 
a la solution antigénique tamponnée. 


PARTIE EXPERIMENTALE 


TECHNIQUE SEROLOGIQUE. 


L’activité antigénique des divers produits obtenus est déter- 
minée a l'aide d’une réaction de fixation du complément exécutée 
selon la méthode de Kolmer. Les volumes des divers réactifs 
introduits sont les suivants, exprimés en centimétres cubes : 
sérum, 0,05; antigéne, 0,1; complément (2 unités), 0,4; sérum 
hémolytique (2 unités), 0,1; suspension de globules de mouton 
a 2 p. 100, 0,1. La fixation du complément est réalisée soit 
pendant une nuit a 4°, soit pendant une heure a 37°. On emploie 
comme sérum un mélange de sérum de sujets syphilitiques, afin 
de déterminer uniquement l’activilé antigénique de groupe. 

Le titre d’une préparation antigénique est donné par la dilution 
la plus élevée de cet antigéne donnant une réaction positive avec 
la plus petite quantité possible de sérum. La sensibilité de l’anti- 
géne est donnée par la dilution la plus élevée du sérum donnant 
une réaction positive en présence de |’antigéne utilisé A son titre. 
Ces grandeurs sont déterminées en exécutant une série de réac- 
fons mettant en jeu, d’une part, des dilutions croissantes de 1/2 
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en 1/2 du sérum et, d’autre part, des dilutions croissantes de 1/2 
en 1/2 de l’antigéne. 

(Sauf spécification, toutes les fois que nous mentionnerons 
Vactivité antigénique de nos préparations, il sera entendu qu’il 
s'agit de l’activité sérologique révélée in vilro par cetle réaction 
de fixation du complément, exécutée avec un sérum de sujet 
syphilitique et non avec un sérum anti-Reiter.) 


CULTURE DES TREPONEMES, soucHE REITER (2). 


Au début de ce travail, nou avons cultivé ces tréponémes dans 
du milieu de Brewer Difco ou dans du bouillon « V. F. » addi- 
tionné de 0,05 p. 100 d’acide thioglycolique. Actuellement, nous 
réalisons cette culture dans de meilleures conditions, en utilisant 
un milieu préparé au laboratoire selon une formule analogue 
a celle de Brewer : digestat pancréatique de caséine, autolysat de 
levure, glucose, cvsléine et acide thioglycolique. Dans tous les 
cas, on ajoute au milieu 10 p. 100 de sérum de lapin ou de cheval 
préalablement chauffé a 56°. On filtre une deuxiéme fois ce sérum 
juste avant l’emploi, afin d’éliminer le dépéot formé par vieillis- 
sement. 

Une ana¢érobiose stricte étant indispensable, on réalise la cul- 
ture dans des récipients obturés avec des bouchons de caoutchouc. 
Une légere agitation accélére le développement de la culture dont 
le maximum est atteint en cing jours 4 87°. On effectue la récolte 
le sixieme jour; 4 ce stade, les tréponémes se présentent sous 
une forme spiralée, ils sont en voie d’immobilisation et ils pré- 
sentent des petites granulations caractéristiques d’une trés pro- 
chaine vésiculation, 


R&ECOLTE ET LAVAGE DES TREPONEMES. 


Les tréponémes sont recueillis par centrifugation ; on oblient 
par litre de culture 1,5 g 4 2 g de corps humides renfermant 
75 p. 100 d’eau et 25 p. 100 de matiére séche. 

On lave les tréponémes quatre fois avec une solution physiolo- 
gique, afin d’éliminer les éléments provenant du milieu de culture. 
On utilise pour chaque opération un volume de solution cent fois 
plus petit que celui de la culture initiale. En fait, ces lavages 
extraient également certains constituants des tréponémes et lon 
favorise considérablement cette extraction en employant une solu- 
tion physiologique tamponnée 4 pH 7,2 (3). Les substances 


(2) Cette souche nous a été transmise par le professeur Pautrizel 
de la Faculté de Médecine de Bordeaux ; nous le remercions vivement. 

(3) Chlorure de sodium, 8,5 g; véronal acide, 0,57 g ; véronal 
sodique, 0,37 g ; eau Q. s., 1000 cm’. 
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dissoutes donnent un précipilé important par addition d’un égal 
volume d’acide trichloracétique 4 20 p. 100. Elles ne sont douées, 
eependant, que d’une activité sérologique négligeable. 

Le lavage des tréponemes avec cette solution tamponnée cons- 
litue done un premier stade de purification de l’antigeéne de groupe 
qui ne sera pas souillé, lors de sa dissolution, par les substances 
inactives précédemment éliminées. 


SOLUBILISATION DE L ANTIGENE. 


L’antigéne protéique de groupe est fortement lé aux corps 
iréponémiques. Pour rompre les liaisons qui Punissent aux autres 
constituants cellulaires, on peut faire agir des agents différents : 
broyage, alcalinisation, délipidation, mais leur choix est limité 
par la fragilité de la protéine active. Pour obtenmir un bon résultat, 
nous avons été amenés a associer plusieurs de ces agents et 4 les 
faire intervenir dans un ordre déterminé. 

Les tréponémes lavés sont mis en suspension dans un volume 
d’eau physiologique cent fois plus petit que celui de la culture 
initiale, suspension que l’on homogénéise soigneusemnt par 
agitation mécanique en présence de billes de verre. Aprés action 
de agent utilisé, on observe, a l’aide d’un microscope a contraste 
de phase, les modifications de la morphologie des tréponémes ; 
ensuite, on titre l’activité antigénique du produit obtenu : activité 
d’une part de la suspension totale, d’autre part des produits 
solubies séparés par une centrifugation d’une heure a 10 000 g. 
Les résultats obtenus dans les essais suivants sont résumés dans 
le tableau I. 


Tisrniu I. — Activité antigénique des tréponémes lavés a pH 7,2, 
mis en suspension dans un volume cent fois plus petit que celui 
de la culture et soumis a des traitements divers. Le volume de 
toutes les préparations est ajusté 4 celui de la suspension initiale. 
Les chiffres inscrits expriment le titre antigénique : inverse de 
la dilution de la préparation donnant une réaction de fixation 
du complément positive avec la plus petite quantité possible de 
séruin de sujet syphilitique. 


TRAITEMENT prea en 
TOTALE SOLUBLE 
SHEIK MMR Soeooensagee conde 100 ] 
Gryolysey ok oashecirsee lett eee ee 100-150 0-25, 
Brovagem mecaniques, ej -r+ees ocretee 100-200 25 
WLtrAssOnS aa Wen Sa), ence eeeato een 200-400 50 
Tay CURRIN Ls ace einen Meets Ae tee Brees oot 100 95 
1a) e Roo Ne WR OES candrretestibn cine bate ore 200-400 50-100 
Délipidé butanol-éther ................ 100 D5 
Délipidé--' pH 850-9) Gana weitere verte 100 25-50 


Délipidé + pH 85-9 + U.S. ......... 200-400 150-200 
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a) Action du broyage. — Nous avons étudié les résultats donnés 
par la désintégration des corps tréponémiques comparativement 
par des broyages mécaniques, par cryolyse et sous l’action des 
ultra-sons. 

La cryolyse est réalisée par des congélations a — 15° suivies 
de décongélations lentes. Ces opérations répétées jusqu’a qua- 
lorze fois altérent peu la morphologie des tréponémes dont la 
structure spiralée reste parfaitement visible. La suspension 
obtenue posséde un pouvoir antigénique un peu supérieur a celui 
de Ja suspension initiale, ct la fraction soluble une activité séro- 
logique trés faible. 

Le broyage mécanique est effectué dans un appareil de Dan- 
goumeau : récipient en acier inoxydable garni de billes d’acier 
de tailles variées et animé d’un mouvement de va et vient rapide : 
déplacement de 4 cm a& la cadence de 700 coups par minute. 
L’enceinte est maintenue 4 une température de 15° par une circu- 
lation d’eau. Aprés trente minutes de fonctionnement, on observe 
une dispersion des corps tréponémiques dont la morphologie est 
peu altérée. La suspension posséde une activité antigénique supé- 
rieure 4 celle de la suspension initiale, activité dont 1/4 4 1/8 se 
lrouve sous une forme soluble. 

L’action des ultra-sons (4) a été étudiée a l’aide d’un appareil 
qui émet un flux d’une fréquence de 960 KHz avec une puis- 
sance de 150 W sur une surface vibrante de 11 cm*®. Une circu- 
lation d’eau permet de maintenir la température en dessous de 
15° pendant lopération, que l’on réalise dans une atmosphére 
d’hydrogéne afin d’éviter les phénoménes d’oxydation. Comparée 
aux moyens de broyage précédents, lultrasonnation s’avére de 
loin la méthode la plus efficace. Trés rapidement, on obtient un 
hachage trés poussé des corps See Au microscope, on 
observe une suspension homogéne de particules douées de réfrin- 
gences différentes et animées de mouvement brownien ; les élé- 
ments spiralés ont compl¢tement disparu. L’activité antigénique 
est de deux a quatre fois plus élevée que celle de la suspension 
initiale, et 1/4 4 1/8 de cet antigéne est sous une forme soluble 
Le temps d’ultrasonnation nécessaire pour obtenir ces résultats est 
fonction du volume de la suspension traitée et de sa viscosité. 
Pour des volumes de 10 4 50 cm’ de tréponémes mis en suspension 
dans un volume cent fois plus petit que celui de la culture initiale, 
il est utile de prolonger lopération pendant trente minutes. Des 
temps plus brefs donnent des suspensions trés actives sérologi- 
quement, mais dans lesquelles une proportion moindre de V’anti- 
eéne est sous une forme soluble. 

(4) L’expérimentation portant sur l’action des ultrasons a été pour- 


suivie en collaboration avec M. Prud’homme ; nous le remercions de 
Vaide qu’il nous a apportée et de ses conseils éclairés. 
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L’action d’ultra-sons a des fréquences de 19 KHz et de 10 KHz 
« magnéto striction » donne des résultats analogues. 


b) Action de Valcalinité. — A un pH supérieur a 12, on oblient 
une lyse totale des tréponemes, mais lactivité sérologique de 
lantigéne protéique de groupe est totalement détruite. Cette 
altération en milieu alcalin n’apparait qu’avec des pH supérieurs 
a 10, et les réactions légérement moins alcalines sont particu- 
lierement propres au passage en solution des protéines qui gardent 
intactes leurs propri¢tés antigéniques. Le pH optimum d’extraction 
est situé entre 8,5 et 9. A pH 7,2-7,4 il se produit une solubili- 
sation importante de composés qui paraissent étre de nature 
protéique (précipitation avec de l’acide trichloracétique) et qui 
sont pratiquement dénués d’activité sérologique, comme nous 
l’avons exposé plus haut. Cette propriété est mise a profit pour 
laver les tréponémes avant d’en extraire Vantigéne de groupe. 

Si on associe les actions d’un milieu alcalin et d’un broyage, 
on parvient a solubiliser une proportion plus importante de l’anti- 
géne. Des tréponémes lavés préalablement a pH 7,2, mis en 
suspension dans une solution de véronal tamponnée a pH 8,5, 
puis soumis 4 Vaction des ultra-sons pendant trente minutes, 
donnent une préparation antigénique trés active dont on peut 
séparer une solution de protéines renfermant 25 p. 100 environ 
de l’activité sérologique. 


c) Effet de la délipidation. — La délipidation, en éliminant des 
corps microbiens les composés lipidiques peu solubles dans |’eau, 
facilile la solubilisation des autres substances. Cette délipidation 
a également pour effet de rompre un certain nombre de liaisons 
qui unissent les divers constituants cellulaires, et de libérer ainsi 
des produits inclus dans les particules cytoplasmiques. Cette 
propriété a été mise a profit par Morton [4] qui, en délipidant 
a Taide de butanol des matériaux biologiques des plus variés. 
a pu obltenir sous une forme soluble des enzymes liés aux parti- 
cules cellulaires insolubles. On obtient des résultats analogues 
avec les tréponémes : la méthode de Morton et d’autres procédés 
de délipidation, permettant de ne pas dénaturer les protéines, 
provoquent la libération de nombreuses substances solubles, 
libération qui se traduit par une élévation considérable de la 
pression osmotique de la préparation et par la solubilisation de 
Vantigéne de groupe. La délipidation par l’alcool-éther a basse 
lempérature, méthode de Mac Farlane employée pour le plasma 
sanguin, ne donne que de médiocres résultats méme si l’on 
maintient la température rigoureusement au-dessous de —5°; 
toute élévation de température, méme passagére, diminue la solu- 
bilité de V’antigéne et altére considérahblement son activité séro- 
logique. : 
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Nous préférons la méthode de Morton d’exécution plus facile 
el qui permet une élimination plus totale des lipides ; 90 a 95 p. 100 
des lipides totaux, dosés par la méthode de Kumagawa, sont 
extraits par cette technique. La suspension de tréponémes est 
agitée a une température de +4° avec du butanol saturé d’eau. 
Les lipides dissouts dans la phase butylique sont séparés. Pour 
éliminer le butanol qui sature la phase aqueuse, plusieurs pro- 
cédés peuvent étre employés : la dialyse, ou l’extraction avec de 
’éther ou de l’éther de pétrole. On peut également séparer 
Yantigéne par précipitation avec de l’acétone, mais il est difficile 
de ne pas l’altérer méme si l’on opére A une température infé- 
rieure a 0°. La dialyse est longue, elle exige le renouvellement 
fréquent de l’eau, et comme le produit délipidé posséde une 
pression osmotique ¢levée, on obtient finalement une solution anti- 
génique trés diluée. Des extractions répétées avec de l|’éther de 
pétrole, ou mieux avec de l’éther sulfurique, présentent l’avan- 
tage de parachever la délipidation. 'L’éther est ensuite chassé 
a l’aide d’un jet d’air projeté sur la solution. Si aprés la délipi- 
dation des tréponémes, on fait intervenir l’action solubilisante de 
Valcalinité et celle des ultra-sons, on obtient une solution trés 
riche en antigéne, quia une activité sérologique égale a la moitié 
de celle de la suspension totale, et qui est nettement plus élevée 
que celle de la suspension initiale des tréponémes (tableau I). 
Dans le paragraphe suivant, nous donnons le détail des manipu- 
lations. Pour oblenir un bon résultat, il faut respecter |’ordre 
d’exécution ci-dessus des diverses opérations. Pour des raisons 
que nous n’avons pas encore élucidées, si l’on soumet les trépo- 
nemes 4 laction des ullra-sons avant de les délipider, on ne 
solubilise qu’une partie infime de Vantigéne a pH 9. 


PURIFICATION DE LA SOLUTION ANTIGENIQUE. 


Pour purifier l’antigene contenu dans la solution obtenue, nous 
avons fait appel a divers agents de précipitation des protéines : sels 
neutres, solvants organiques, acides. Avec le sulfate d’ammonium, 
il faut amener la concentration saline de la solution aux 2/3 de Ja 
saturation pour obtenir la précipitation de la totalité de l’activité 
antigénique. Avec l’alcool ou l’acétone, il est nécessaire d’introduire 
un volume de solvant égal 4 celui de la solution pour provoquer la 
précipitation de l’antigéne, mais celui-ci est en partie dénaturé, méme 
si l’on opére & 0°: le précipité ne posstde plus qu’une activité anti- 
cénique réduite. Par contre, les acides précipitent trés aisément l’anti- 
gene sans l’altérer si l’on opére A + 4° et si l’on n’abaisse pas le pH 
} une valeur inférieure A 3. Lorsqu’on acidifie progressivement la 
solution, un précipité apparait & pH 4,5 puis il augmente d’impor- 
tance lorsque le pH s’abaisse. A pH 3,5 la totalité de l’antigéne est 
insolubilisée, on le recueille par centrifugation et on le redissout dans 
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une solution saline tamponnée neutre. La précipitation de Vantigene 
est obtenue auel que soit l’acide employé, acide acétique, acide tri- 
chloracétique..., elle dépend seulement du pH de la solution. Dans 
la solution mere de précipitation de l’antigtne, il reste une quantite 
importante de substances : un tiers des produits initialement dissous. 
Ces substances, qui sont dépourvues d’activité antigénique en pre- 
sence de sérum de sujets syphilitiques, sont susceplibles de réagir 
avec un sérum de lapin anti-tréponémes Reiter. Par ce procédé, on 
purifie donc l’antigene de groupe dont on sépare un autre antigene 
spécifique de la souche Reiter ; nous poursuivons l’étude de ce dernicr 
produit. 


TECHNIQUE DE PREPARATION DE L’ANTIGENE. 


Les études précédentes nous ont permis de mettre au point une 
méthode de préparation de l’antigéne que l’on peut obtenir régulié- 
rement et avec un bon rendement. 

Toutes les opérations, 4 l'exception de Vlutrasonnation, sont réalisces 
dans une chambre froide & + 4°. On veille & ce que les séjours en 
milieu alcalin, pH 9, ou en milieu acide, pH 3,5, soient aussi brefs 
que possible. On utilise de l’alcool butylique distillé en présence de 
potasse, et de l’éther fraichement rectifié en présence de chlorure 
stanneux desliné 4 détruire le peroxyde d’éthyle. 

Les tréponémes, lavés quatre fois avec la solution physiologique 
tamponnée & pH 7,2, sont placés dans un tube a centrifuger que l’on 
peut obturer avec un bouchon de verre rodé. On les met en suspen- 
sion dans un volume de solution cent fois plus petit que celui de la 
culture initiale ; on emploie une solution fortement tamponnée a pH 7,4 
avec du véronal (5). La suspension tréponémique est agitée vigoureuse- 
ment avec 2 \olumes de butanol saturé d’eau. J] se forme une émulsion 
qui se brise partiellement. On laisse en contact pendant deux heures en 
agitant de temps en temps. On centrifuge. Les tréponémes se placent 
a Vinterface eau-butanol. On élimine le butanol en le décantant par 
aspiration. On ajoute 4 nouveau deux volumes de butanol saturé 
d’eau, on agite et on décante le butanol. La phase aqueuse est agitée 
avec quatre volumes d’éther qu’on élimine par aspiration aprés cen- 
trifugation. Les extractions éthérées sont répétées quatre fois au total. 
Les solvants organiques entratnent une petite quantité de l’acide 
diéthyl-barbiturique ef la phase aqueuse s’alcalinise ; le pH passe de 
7.4 4 un chiffre voisin de 8. On transvase la phase aqueuse dans une 
fiole & vide conique de facon A ce qu’elle occupe une grande surface 
sur une faible épaisseur. L’éther est éliminé par un courant d’air 
projeté 4 Ja surface du liquide et entrainé par une légére dépression. 
On évite soigneusement qu’il se produise des projections sur les parois 
du récipient ; la dessiccation altére l’antigéne qui devient insoluble et 
perd son activité. 

Aprés la disparition de toute odeur d’éther (douze 3 vingt heures). 
on alcalinise le produit avec de la soude normale jusqu’A pH 8,8 A 9 


(5) Chlorure de sodium, 8,5 g; véronal acide, 4,60 g@; véronal 
sodique, 3,0 g; eau Q. s., 1000 cm!3. 
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(virage net et persistant au rose d’une goutte de solution de phénol- 
phtaléine introduite dans la préparation). On transvase la préparation 
dans 1’éprouvette spéciale possédant un fond de cellophane perméable 
aux ultrasons. On fait barboter un courant d’hydrogéne dans V’éprou- 
velle pendant une a deux minutes, puis on ferme rapidement le 
récipient. On soumet le produit au flux d’ultra-sons (960 KHz, 150 W) 
pendant trente minutes en vyeillant A ce que la température ne 
s’éléve pas au-dessus de 15°. 

L’ultrasonnat est centrifugé pendant une heure A 10 000 g et la solu- 
tion est décantée. Le culot de centrifugation est lavé deux fois avec 
de petites quantités d’eau physiologique (1/4 du volume de la solu- 
lion précédente). On réunit les solutions que l’on raméne i’ la neu- 
tralité par addition d’acide chlorhydrique. 

On acidifie la solution & pH 3,5 par addition d’acide acétique 
i’ 20 p. 100 (virage au bleu pale d’une goutte de bleu de bromophénol 
introduite dans la préparation). Le précipité est séparé par centrifu- 
gation, on le lave deux fois avec de l’eau physiologique acidifiée 
a pH 3,5. On le dissout dans la solution de yéronal fortement tam- 
ponnée a pH 7,4 et on ajuste le volume de cette solution 4 celui de la 
suspension initiale des tréponémes (6). 

L’activiié antigénique de la préparation purifiée est supérieure 
4A celle de la suspension initiale des tréponeémes. Dans le tableau II. 
nous donnons le poids des produits obtenus au cours des étapes succes- 
sives de la préparation. On constate que l’activité antigénique de 
lVvantigéne purifié est contenue dans un poids de substances cinq, six 
fois plus petit que celui des tréponémes dont il a été extrait. 


Tisrrau I]. — Poids secs exprimés en milligrammes des préparations 
obtenues a partir de 1 1 de culture de tréponémes. 
Ain@rovepvnney aeeMST”  arraniitid ane vlad SowG OU GUO UGS UOOCOUGUOOMCOC 350, 
ibeépon enn comlav ese (am eraeracterwn te crys iebacteG hare Mics cUnsthstnileustace 236 
MT ICES: ea ayere wiscoyers weveravernere © Peer aks Shera ate sistene ae sare Ser snendyaree Peres 25 
EXtraihmantiseniaqiersolmbleu(*)) super atelier cats stetscs oielstaterrellcr=) a austere 102 
Antigéne purifié (*) ........ SE ORO Oe Mon oan Ore co 62 
SOimniciavw oe jmaumepen (4) soonmenoscoconnosapnoanoscouc 30 


, 


(*) Poids déterminés aprés une dialyse prolongée d'une partic  aliquote 
préparations dans de l’eau distillée. 


des 


PRopRIgTES DE L’ANTIGENE PURIFDS. 


La solution de V’antigéne purifié renferme 6 mg environ de 
substances séches par centimétre cube. Elle est trés légerement 


opalescente. 
L’ultracentrifugation de la solution (7) montre que Vantigéne 


(6) On peut limiter sans difficulté le volume de cette solution & la 
moitié de celui de la suspension initiale et méme A un volume 


moindre. 
(7) Nous remercions P. Slizewicz, qui a réalisé pour nous ces ultra- 


centrifugations. 
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est sous une forme polydispersée : aprés une centrifugation d’une 
heure a 20000 g, il se dépose un sédiment qui entraine les 3/4 
de l’activité antigénique ; mais aprés une deuxiéme centrifugation 
i 86000 g, une petite partie de l’activité demeure dans le liquide 
surnageant. Lorsqu’on soumet la solution de l’antigeéne a une 
nouvelle ultrasonnation avec des fréquences de 950 KHz ou de 
17 KHz, le degré de dispersion de l’antigéne n’est pas modific. 
Nous avons tenté de scinder les particules sédimentables par des 
digestions enzymatiques ménagées ; mais, jusqu’a présent, nous 
ne sommes pas parvenus a les dégrader sans altérer profondé- 
ment leur activité antigénique. 

Par ultrafiltration, on arréte la totalité des substances antigé- 
niques avec une membrane possédant des pores de 250 a 400 mu. 

Lorsqu’on chauffe la solution de Vantigene pendant une heure 
i 100°, l’activité sérologique est totalement détruite. Cependant, 
les protéines ne sont coagulées que si la solution renferme des 
sels et posséde un pH inférieur 4 7; dans l’eau distillée ou en 
milieu légérement alcalin (pH 7,2-7,4), on n’observe aucune inso- 
lubilisation. Aprés congélation & — 15° et décongélation de la 
solution, une partie importante de Vantigéne s’insolubilise. 

Aprés une dialyse prolongée de la solution vis-a-vis d’eau 
distillée, Pantigéne demeure en solution. Comme nous l’avons vu 
précédemment, l’antigéne précipite de sa solution sous l’action 
du sulfate d’ammonium (2/3 de la saturation) et par acidification 
a pH 3,5. 

L’antigene purifié renferme de l’azote 12 p. 100 et du phosphore 
1,96 p. 100. Ces chiffres montrent que cette préparation n’est 
pas constituée uniquement par des protéines. 


Tastreau Ill. — Analyse des préparations obtenues. 
N fe 
p- 100 p- 100 
Extrait antigénique soluble .......... 11,8 Lye 
INTERNS. TNS socloae oodaeooeonnos ve 12 1,96 
Solution-mére de purification ......... 11 2,68 


ETUDE IMMUNOLOGIQUE DE L’ANTIGENE PURIFIE. 


L’antigéne purifié fixe le complément en présence de sérum 
d’homme ou de lapin syphilitiques. Le maximum de sensibilité 
est obtenu lorsque la solution préparée a l’aide de la technique 
décrite plus haut est diluée a 1/100-1/150 (titre de Vantigéne). La 
solution ainsi diluée renferme 60 a 40 ug de substances séches par 
cenlmétre cube, Cet antigéne est dénué de pouvoir anticomplé- 
mentaire. Lorsqu’on titre cet antigéne, on observe un phénoméne 
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de zone peu marqué: faible inhibition de la réaction par un 
excés d’antigéne. Par contre, si au cours de la préparation l’anti- 
gene a subi des dénaturations, ce phénoméne de zone devient 
trés important. 

Cet antigéne fixe également le complément avec du sérum de 
lapin anti-tréponéme Reiter. Dans ce cas, le titre de l’antigéne 
n’est que légérement supérieur A celui déterminé avec les sérums 
cyphilitiques, ce qui montre que le tréponéme de la syphilis 
renferme un antigéne trés voisin de celui du tréponéme Reiter. 
Par contre, cet antigéne ne fixe pas le complément en présence 
d’anticorps anti-antigéne de Wassermann (sérum de lapin immu- 
nisé avec un mélange d’extrait alcoolique de cceur et de sérum 
de pore). 

L’antigéne purifié précipite au contact du sérum de lapin anti- 
tréponéme Reiter. ‘Lorsqu’on opére en milieu gélifié (technique 
de diffusion double), on observe au moins trois zones de préci- 
pitation ;,on a done un systéme immunologique complexe. Ces 
antigénes étant sous la forme de produits de poids moléculaire 
élevé, ils diffusent trés lentement dans la gélose ; la précipitation 
apparait au voisinage de la cuve contenant l’antigéne, puis elle 
se déplace lentement vers la cuve contenant le sérum. C’est dans 
VYespoir d’obtenir une meilleure analyse immunologique avec des 
stries plus netles que nous poursuivons les essais de dégradation 
enzymatique de |’antigéne soluble. 


On a vu plus haut (tableau I) comment le traitement de Ja 
suspension de tréponémes par divers agents de désintégration 
augmentait son titre antigénique. On observe également sous 
Vaction des ultra-sons et des alcalis une augmentation de la sensi- 
bilité sérologique : on obtient une réaction positive avec une 
dilution du sérum syphilitique plus élevée qu’en présence de la 
suspension initiale. Le phénoméne est trés net avec les suspensions 
totales qui peuvent présenter une sensibilité deux fois plus grande 
que celle de Ja suspension initiale. Par contre, l’antigéne purifié 
n’est que légérement plus sensible par rapport a la suspension 
initiale. Ces observations montrent également que l’on est en 
présence d’un systéme antigénique multiple méme_ lorsqu’on 
examine a l'aide de la réaction de fixation du complément le 
systéme hétérologue : tréponéme Reiter-sérum de sujet syphili- 
tique. 

Aprés avoir extrait du tréponéme l’antigéne de groupe sous une 
forme soluble, il reste un résidu insoluble qui renferme encore 
une petite partie de ce méme antigéne : si on épuise le sérum 
syphilitique avec ce résidu soigneusement lavé, il perd la _pro- 
priété de réagir avec l’antigéne soluble purifié. Par ailleurs, nous 
avons vu précédemment que Vorsqu’on purifie l’antigéne de 
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groupe par précipitation & pH 3,5, il reste dans la solution un 
autre antigéne qui ne réagit qu’avee le sérum de lapin_anti- 
iréponéme Reiter ; une partie de cet antigéne soluble a pH 3,5 
demeure liée, cependant, a antigene de groupe, comme en 
témoignent des épreuves d’épuisement du sérum anti-Reiter avec 
Vantigéne purifié. Ces faits montrent combien il est difficile de 
dissocier les divers constituants antigéniques du tréponéme et de 
les obtenir a l’état pur, car ils sont liés entre eux. Ces obser- 
vations font également comprendre que de simples caractéres de 
solubilité ne permettent pas de définir et d’individualiser ces 
divers anligénes : selon que le tréponéme aura subi tel ou tel 
traitement préalable, un méme antigéne pourra se trouver dans 
des produits possédant des caractéres de solubilité différents ; 
imversement, si la dissociation des divers constituants n’a pas 
été totale, on pourra trouver un méme antigéne dans des fractions 
présentant des solubilités différentes. 


ETUDE DE LA CONSERVATION DES SOLUTIONS ANTIGENIQUES 
ELT DE SON EMPLOI DANS LE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS. 


Les propriétés antigéniques sont modifiées par les milieux 
acides et alcalins ; méme a 4°, la solution perd progressivement 
son acuivilé & pHT 5 et a pH 11. La solution neutre non tamponnée 
s’altére lentement lorsqu’on la conserve a 4°; en dehors de tout 
développement microbien, le milieu s’acidifie et Vactivité séro- 
logique baisse. Nous avons expérimenté plusieurs agents de stabi- 
Jisation et de conservation : antiseptique (phénol), solutions salines, 
albumine sérique, glycérol... Nous avons obtenu de trés bons 
résultats en dissolvant Vantigéne dans une solution fortement 
tamponnée a pIf 7,2 a 7,4 (phosphate ou véronal) que l’on addi- 
tionne d’un égal volume de glycérine bidistillée neutre. A la 
température du laboratoire et méme & 37°, les préparations demeu- 
rent remarquablement stables. Aprés des mois de conservation, 
il ne se produit aucun développement microbien, les solutions 
restent limpides, l’activité antigénique est constante et il n’appa- 
rait pas de pouvoir anticomplémentaire. 

L’empltoi de nos préparations d’antigéne soluble purifié dans 
le sérodiagnostic de la syphilis a fait l'objet d’études étendues, 
portant sur des milliers de sérums fournis par des groupements 
différents d’individus vivant en France ou dans les territoires 
d’Outre-Mer (8). On a examiné parallélement les résultats donnés 
par lantigéne purifié et par une préparation non purifiée : trépo- 

(8) Certaines de ces études ont fait l’objet de publications en 
cours [5, 6] ou en préparation ; les résultats des autres études nous 
ont été communiqués par leurs auteurs que nous remercions vivement. 
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némes lavés avec une solution tampon a pH 7,2, soumis a l’action 
des ultra-sons et conservés dans une solution tamponnée addi- 
lionnée d’un égal volume de glycérine. Ces deux types de prépara- 
tion donnent de irés, bons résultats tant au point de vue sensibilité 
que du point de vue spécificité. La purification de l’antigéne ne 
semble pas augmenter sa valeur pratique. Peut-étre en milieu 
tropical Vantigéne purifié serait-il dans quelques trés rares cas 
plus spécifique que Ja préparation non purifiée ? Comme les 
syphiliuques, les pianiques donnent des réactions sérologiques 
positives avec cet antigéne de groupe. 


RESUME. 


On décrit une méthode permettant de préparer avec un bon 
rendement l’antig¢ne protéique de groupe contenu dans le trépo- 
neme Reiter. 

Cet antigene élant forlement lié aux corps tréponémiques, on 
favorise sa libération et sa solubilisation par plusieurs traitements 
successifs : délipidation avec du butanol, alcalinisation & pH 8,5-9 
et broyage avec des ultra-sons. L’ antigene obtenu sous une 
forme soluble est purifié par précipitation a pH 3,5; ceci permet 
de le séparer d’un autre antigéne qui demeure en solution et qui 
est propre a la souche Reiter. 

La préparation purifiée de Vantigéne protéique de groupe 
contient plusieurs constituants antigémiques qui sont révélés par 
précipitation en milieu gélifié. 


SUMMARY 


THE ANTIGENIC CONSTITUTION OF TREPONEMA. 
I. — THE PROTEIN ANTIGEN OF REITER’S STRAIN. 


Description of a method allowing to prepare with a good 
yield the group protein antigen of Reiters’s Treponema. 

This antigen is strongly bound to the Treponema cell. Several 
successive treatments induce its release and its solubilisation : 
delipidation by means of butanol, alkalinization to pH 8,5-9, 
disintegration by ultrasonic waves. The ae obtained is 
soluble and purified by precipitation at pH 3 It can then be 
separated from another antigen which remains in the solution 
and is Reiter’s antigen. 

The purified preparation of the group protein antigen contains 
several antigenic constituents, which are demonstrated by preci- 
pitation in gelified medium. 


Annales de UVinstitut Pasteur, 96, n° 2, 1959. VA 
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ETUDE DE LA FERMENTATION PROPIONIQUE 
DE LA L(-)THREONINE 
PAR 45 SOUCHES DE BACTERIES ANAEROBIES 
NON SPORULEES A GRAM NEGATIF 


par H. BEERENS, J. GUILLAUME et H. PETIT (*). 


(Institut Pasteur de Lille) 


Nos études antérieures sur les types fermentaires des bactéries 
anaérobies non sporulées 4 Gram négatif [4] nous ont révélé la 
fréquence de l’acide propionique dans leurs cultures en milicu 
V. F. glucosé. Les principales espéces qui le produisent appar- 
tiennent aux genres Spherophorus et Ristella. En identifiant V’ ori- 
gine de ce métabolite chez une souche de Spherophorus freundit, 
nous avons montré [2] qu’il résultait de la fermentation de la 
L(-)thréonine. Nous avons donc recherché si, pour différentes 
espéces anaérobies 4 Gram négatif, acide propionique pouvait 
apparaitre au cours d’un processus identique. 


SOUCHES. 


Quarante-cing souches ont été étudiées. Elles ont été identifices par 
la technique décrite par l’un d’entre nous [3] et classées selon leur type 
fermentaire d’acidité volatile [4]. La plupart proviennent de notre 
collection personnelle, quelques-unes nous ont été adressées par ie 
Dr A.-R. Prévot, Chef de Service A l'Institut Pasteur de Paris, que nous 
remercions trés sincérement. Elles appartiennent aux genres Ristella, 
Spherophorus, Fusiformis. 

Ristella (Bacteroides) : 8 souches de l’espéce convexa (1). 

Spherophorus funduliformis : 1; necrophorus : 3; freundii: 3. 

Fusiformis fusiformis ; 7; polymorphus: 1; hemolyticus : 4. 

Treize souches étiquetées F. biacutus ; elle seront envisagées séparé- 
ment pour des raisons exposées ci-apres. 


(*} Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 195s. 

(1) Nos souches correspondent exactement a la description de lVespéce 
Bacteroides converus (Eggerth et Gagnon). Nous ne retrouvons pas les 
caractéres généraux du genre Pasteurella auquel Prévot rattache cette 
espece ; nous les identifions par contre au genre Ristella (Prévot) et 
proposons le nom de Ristella conveza. 
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TECHNIQUE. 


Les bacléries sont cultivées sur milieu V. F. glucosé 41 p. 100, incubé 
) 37° durant vingt-quatre heures, recueillies par centrifugation, puis 
lavées dans.un tampon phosphate 0,14 M 4 pH_7, privé d’oxygene par 
ébullition préalable. Elles sont ensuite mises en suspension dans un 
tampon de méme formule de telle fagon que 1*ml corresponde 4 20 ml 
du milieu de culture initial. Les essais sont réalisés dans des tubes scellés 
sous vide, Chacun d’eux contient 1 ml d’émulsion bactérienne, auquel 
on ajoute 1 ml, d’une solution & 100 uM de L-thréonine ; on incube 
quarante-huit heures a 37°. 

Les délterminations suivantes sont alors effectuées : 

1° Chromatographie directe en une dimension des acides aminés utili- 
sant la phase mobile butanol, acide formique, eau (70 ; 30 ; 120 v/v/v). 
L’estimation quantitative est faile par mesure directe de la densité 
optique de la totalité du spot, aprés révélation 4 la ninhydrine. Lors- 
qu'une tache ne correspondant pas & la thréonine est décelée, on 
effectue une chromatographie bidimensionnelle } l'aide des solvants 
butanol-formique d’une part, phénol-ammoniaque d’autre part. 

2° Dosage de V’ammoniaque sur 0,8 ml par la méthode de Raynaud 
et Gros [5]. 

3° Chromatographie directe des acides volatils, selon la technique 
décrite par l’un d’entre nous [6]. Paralleélement, on effectue les dosages 
d’acidité volatile sur 0,5 ml aprés distillation. 

4° Chromatographie des hydrazones des acides cétoniques suivant 1|a 
technique d’Isherwood [7]. Le dosage colorimétrique est réalisé sur 
0,2 ml par Ja méthode de Friedmann et Hangen [8]. 


RESULTATS. 


Ils sont exposés dans le tableau I oti ils sont exprimés en micro- 
molécules et ramenés 4 100 uM du substrat. 


1° Genre Spherophorus. — Le pourcentage des acides volatils 
produits en culture sur mileu V.F.. glucosé est : formique, 
0,5 p. 100; acétique, 17 p. 100; propionique, 37 p. 100; buty- 
rique, 45 p. 100. 
rigue, 45 p. 100. Dans les conditions décrites ci-dessus, les bac- 
léries non proliférantes dégradent trés fortement la thréonine en 
acide propionique. Les traces d’acides cétoniques retrouvées cor- 
respondent a de l’acide a-cétobutyrique. En outre, on décéle sur 
les chromatographies d’acides aminés une tache correspondant a 


acide a-aminobutyrique. Nous avons déja signalé ce fait pour 
S. freundii 165 [9]. 

2° Genre Fusiformis. — Les acides volatils produits en culture 
sont : 

a) Pour I’. fusiformis : formique, 10 p. 100 ; acétique, 22 p. 100 ; 
propionique, 1 p. 100; butyrique, 67 p. 100. 
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Taereau I. 
‘nombre de‘thréonine‘ : : ; ‘ Acides Type H 
Espice *“souches * meee * Ammoniaaue ! Acides : Acides ° volatils fernentaire ) 
{ Sy tuasiéess: aéeradée! ree toniques: voletils : par en milieu ) 
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b) Pour F. hemolyticus ; formique, 2 p. 100 ; aectique, 33 p. 100; 
propionique, 39 p. 100; butyrique, 26 p. 100. 

En présence de oo. de thréonine les deux espéces font dis- 
paraitre presque complétement l’acide aminé ; la dégradation n’est 
cependant pas totale, puisqu’on relrouve des quantités d’acides 
volatils et d’acides cétoniques identifiés d’une part a l’acide pro- 
plonique, d’autre part a lacide o-cétobutyrique. Pour chacun de 
ces germes, nous avons retrouvé des traces d’acide a-aminobu- 
lyrique. 


3° Souche étiquetées I’. biaculus. — Le type fermentaire dacidité 
volatile de cette espéce n’est pas homogéne. Ll révéle en réalité 
deux groupes que nous désignerons arbitrairement I et Il. Le 
premier (1), produit en culture les acides formique et acétique et 
le second, les acides formique, acétique et butyrique. Les souches 
de type fermentaire formique-acétique (groupe I) ne dégradent pas 
la thréonine a l'exception d’une seule. 

Celles de type fermentaire formique- acélique- buty rique (groupe IL) 
transforment la thréonine en acide propionique, sans produire 
d’acide cétonique. La vitesse de la réaction est faible et la moitié 
seulement de la quantilé initiale est métabolisée durant l’expé- 
rience. 


Ristella (Bacteroides) convexa dont le type fermentaire est : 

formique, 5 p. 100; acétique, 67 p. 100 ;. propionique, 28 p. 100. 

Ces germes ne touchent pas la thréonine, dans nos conditions 
expérimentales. 
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DISCUSSION. 


Selon leur aptitude a dégrader la thréonine en acide propio- 
nique, on peut classer les différentes espéces éludiées en quatre 
catégories : 

l° Les bactéries qui, fermentant rapidement et totalement la 
ihréonine, font partie du genre Spherophorus. En culture d’ailleurs, 
les Spherophorus produisent des quantités importantes d’acide 
proplonique. 

2° Celles du genre Fusiformis qui dégradent rapidement la thréo- 
mine, principalement jusqu’au stade acide cétonique. Ce fait 
explique le type fermentaire de F. fusiformis qui produit peu 
@acide propionique en culture. Par contre, F. hemolyticus donne, 
au cours de sa croissance, des quantités appréciables d’acide pro- 
pionique, alors que les bactéries non proliférantes se comportent 
comme I. fusiformts. 

3° Les germes qui fermentent lentement la thréonine en la trans- 
formant en acide propionique. Le type fermentaire de ces bactéries 
est formique-acétique-butyrique a Jlexclusion de toute trace 
(acide propionique. En culture, la vitesse de dégradation de la 


Tasieau II. 
Dégradation de la 
Production 
ERS EE) d'acide propionique 
Toe rN en milieu complexe 
propionique acetobutyrique 
funcstzots) 
Spherophorus necrophorus + ie) + 
freundii J 
fusiformis + ms traces 
Fusiformis polymorphus + . a 
hemolyticus 
Fusiformis biacutus II uF 0 0 
(e) ie) 
Ristella convexa (Bacteroides) (0) fe) + 


thréonine semble insuffisante, par rapport aux autres réaections 
métaboliques pour permettre l’accumulation d’acide propionique. 
Ce sont les I’. biacutus du groupe Il. Ils s’apparentent ainsi aux 
espéces du genre Fusiformis mais s’en différencient toutefois par 
Vabsence dacide o-cétobutyrique. 

4° Enfin les bactéries n’attaquant pas la thréonine. Ce sont, 
dune part les Risfella convera qui forment cependant au cours de 
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leur croissance de l’acide propionique et, par conséquent, utilisent 
pour y parvenir un processus différent de celui envisagé ici ; d’autre 
part les F. biacutus du groupe I qui, par ce caractére, se rap- 
ee des Ristella, mais qui ne produisent pas d’ acide pro- 
plonique en culture. 

On peut classer ces groupes comme nous Vindiquons dans le 


tableau IT. 


CONCLUSIONS. 


Dans un travail antéricur, nous avions déja sugeéré que le type 
fermentaire d’acidité volatile était, pour les bactéries 4 Gram 
négatif, un caractére spécifique d’espéce. Nous en décrivons ici un 
autre : la dégradation de la thréonine en acide propionique qui, 
outre sa spécificité pour les espéces, permet d’établir quatre 
groupes parmi les bactéries des genres Spherophorus, Fusiformis 
et les Ristella convera. Le premier comprend les Spherophorus ; 
le second les Fusiformis (fusiformis, nucleatus, polymorphus, 
hemolyticus) ; le troisiéme est représenté par certaines souches de 
I’. biacuius (type I) s’apparentant a celles du groupe précédent ; 
le quatriéme enfin comprend les Ristella et les autres FP’. biaculus 
(type I). Ce caractére nouveau confirme Phomogéncité des Ristella 
convexa, des Spherophorus et des Fusiformis tels que nous les 
concevons. Il annonce le détachement de Fusiformis biacutus du 
genre Fusiformis et le démembrement de cette espece en deux 
différentes. Un prochain travail traitera de la position taxonomique 
de ces deux espéces et décrira des caractéres utilisables en pra- 
tique courante pour les identifier. La réaction décrite ici, en effel, 
est d'une exécution difficile ; elle nécessite un matériel trop com- 
pliqué pour étre effectuée dans tous les laboratoires. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE PROPIONIC FERMENTATION OF J1.(-)THREONIN 
BY 45 STRAINS OF ANAEROBIC, 
NON-SPORULATED GRAM-NEGATIVE BACTERIA. 


In a previous paper, the authors already suggested that the fer- 
mentative type of volatil acidity was a species-specific property of 
Gram-negative bacteria. In the present report they describe 
another species-specific character : the degradation of threonin 
into propionic acid. This property is not only species-specific, 
it also allows to distinguish four groups among bacteria of the 
Spherophorus, Fusiformis and Ristella convera genera. The first 
one comprises the Spherophorus ; the second one, the Fusiformis 
(fusiformis, nuclealus, polymorphus, hemolylicus) : the third one 
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is represented by certain strains of I’. biaculus (type II) related 
to those of the precedent group ; the fourth one comprises the 
Ristella and the other I’. biaculus (type I). 

This new property confirms the homogeneity of Ristella convexa, 
Spherophorus and Fusiformis. It shows that lusiformis biacutus 
must be excluded from the Fusiformis genus and that this species 
must be divided into two distinct ones. In a further paper. the 
authors will study the taxonomy of these two species and the 
properties which allow to identify them in the laboratory routine, 
the reaction described in the present work being difficult to per- 
form and requiring a complex material. 
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LE TAUX DE CROISSANCE DES BACTERIES DU SOL 
EN FONCTION DE LA SOURCE ENERGETIQUE 
I. — ETUDE ET CONSEQUENCES 


par J. AUGIER (). 


(Institut Pasteur, Paris) 


Dans plusieurs notes précédentes |2, 4] nous avons déja signalé 
que le taux de croissance des germes présents dans le sol était 
le plus élevé pour les espéces représentées par un petit nombre 
d’individus, tandis que les espéces composées d’un grand nombre 
de germes ont des taux de croissance plus faibles. Les expériences 
que nous avons faites alors n’avaient pas pour but direct de 
préciser ce point et ce fut pour nous une consiatation inattendue. 
C’est pourquoi nous avons cherché a étudier ce point d’une 
maniére plus précise en mesurant les taux de croissance au bio- 
photoméetre enregistreur. Cette étude nous a paru digne d’intérét 
‘i cause méme de la constatation paradoxale a laquelle elle 
conduit. Dans cette nole nous allons d’abord chercher a mettre 
en évidence le fait expérimental. 


A. — TECHNIQUES ET RESULTATS. 


Nous procédons d’abord a des dilutions-suspensions de terre 
de raison 10 par la technique habituelle [5]. Chacune de ces 
dilutions est ensemencée dans les fioles 4 faces paralléles du 
biophotométre enregistreur (1) rempli aux 4/5 par un milieu de 
culture composé d’un milieu de base additionné de la matiere 
organique a étudier. 

Milheu de base : 


Solutionmd es VWuinocradsliy) tena sais eee cr 50 cm 
Exiralited CuntCLL Cig teeta: Recsenc kt accre 5 cm 
NIG: CS FONE Tho book one rnc cueooacbocead 0,3 ¢ 

Solution d’oligo-éléments [6] ................ 0,5 cm? 
Phosphate monopotassique 4 1 p. 100 ........ (iy ona 
SOUL sy INVAIGN ercints a aetna a ante binees dla Sia cee 30 cm? 
BaAUenavunellen(nuttss OW t1VIeLe)) ssmciieeir i te 870 cm? 


Le pH de ce milieu doit étre de 7 4 7,1 aprés stérilisation & 112° 
pendant vingt minutes. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
(1) Tl s’agit du biophotométre enregistreur de Bonét-Maury et Jouan. 
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Les malicres organiques étudiées sont les suivantes : 


Glucose) a Jay concemtraltionm deme rte rrr 1 p. 1 000 
Saccharose: a la) concentration dew emer 1 p. 1000 
Hémicellulose A la concentration de ......... 1 p. 1000 
Gélatine as ila wconcentrationy de ea. et 2 p. 1000 
Glycocolle a la concentration de ............ 2 p. 1000 
Asparate de sodium a& la concentration de .... 2 p. 1000 
Glutamate de sodium &@ la concentration de 2 p. 1000 


Nous avons fait la méme expérience en utilisant de l’extrait 
de terre pur (sans addition de milieu de base). 

La température de l’appareil est réglée a 28°. 

Chaque fois que la culture d’une fiole est arrivée a la fin de 
la phase exponentielle, on préléve une goutte pour examen sur 
lame aprés coloration a Vérythrosine. 


Tasteau J. — Taux de croissance en fonction de la nature de la 
source carbonée. 


NATURE DE DILUTIONS 
LA SOURCE a s 


CARBONER 10 


GLUCOSE 


SACCBAROSE 


HEMI CELLULOSE 


GELATINE 


GLYCOCOLLE 


ASPARTATE 


GLUTAMATE 


EXTRAIT 
DE TERRE 


Les divers laux de croissance obtenus sont groupés dans le 
tableau I. On voit que dans la plupart des cas le taux de crois- 
sance diminue quand la dilution augmente. 

I.’examen des lames montre que : 

a) En général, ce ne sont pas les mémes germes qui sont 
rencontrés dans chaque fiole, sauf dans celles correspondant aux 
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premuéres dilutions : le plus souvent c’est aux dilutions 10— el 
10—, quelquefois jusqu’a la dilution 10—* et rarement jusqu’a la 
dilution 10—, qu’on retrouve les mémes espéces en dominance. 
Ceci est en réalité trés variable selon Ja source de carbone 
utilisée ; avec les hémicelluloses, par exemple, il n’est pas rare 
de trouver le méme germe jusqu’a la dilution 10—, tandis qu’avec 
le saccharose on ne retrouve les mémes germes que jusqu’a la 
dilution 10—. Aux dilutions 10-*, i0—’, 10-8 les espéces présentes 
se sont toujours montrées différentes de celles rencontrées aux 
premiéres dilutions. 

b) Il arrive assez souvent que les germes trouvés dans les 
derniéres dilutions soient plus petils que ceux rencontrés dans 
les premitres. Ceci est loin d’étre général, mais dans le cas de 
extrait de terre il en est la plupart du temps ainsi. II est 
d’ailleurs aisé de s’en rendre compte au microscope. Avec des 
mull ou des rendzines on constate en microscopie directe et en 
fluorescence |7] que les germes qui sont de loin les plus nombreux 
sont trés pelts. Nous avons pu isoler l’un d’eux ; il se présente 
comme un trés petit coccus qui nest bien visible qu’en fluores- 
cence el ne pousse que sur extrail de terre. Son taux de croissance 
est extrémement faible, presque pas mesurable (de Vordre de 
G,08). Ce germe est morphologiquement identique & ceux que |’on 
voit en microscopie directe parmi les plus nombreux. Il semble 
done que dans le sol (au moins pour les mull et les rendzines) 
les espéces dominantes du sol in situ soient des germes a trés 
petit taux de croissance, de taille faible ou trés faible et ne 
poussant que sur extrait de terre, c’est-a-dire des germes a besom 
métabolique tres particulier. 

On se trouve done devant cette situation 4 priori trés para- 
doxale : les germes 4 taux de croissance élevé sont moins nom- 
breux que ceux a taux de croissance faible. Cette constatation est 
exactement l’inverse de celle a Jaquelle on arrive lorsqu’on ense- 
mence un milieu de culture quelconque avec un mélange de plu- 
sieurs espéces de germes capables d’y croitre aisément et non 
antibiotiques les uns pour les autres; dans ce cas c’est toujours 
Vespéce a taux de croissance le plus élevé qui domine. Si, dans 
la terre, nous trouvons un résultat inverse, c'est 4 coup str 
Vindice d’une physiologie trés particulicre du milieu sol. 


B. — Cons&ouUENCES PRATIOUES. 


Les causes du phénoméne que nous venons de constater ne nous 
sont pas encore complétement connues. L’interprétation sera done 
publiée ultérieurement. Quoi qu’il en soit un fait demeure : les 
taux de croissance ne sont pas les mémes a chaque dilution et 
décroissent lorsque ces dilutions augmentent. I] y a done intéréet 
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d étre renseigné sur la variation du taux de croissance au cours 
des analyses de lerres ; ¢’est une information de plus. 

a) Les anciennes méthodes de Winogradsky (9} ne permettent 
de déceler que les germes ayant le taux de croissance le plus 
Clevé et le plus souvent d’une maniére qualitative ou trés erossie- 
rement menianie La notion de quantité ne peut ¢tre introduite 
qu’ Vaide de dilutions qui provoquent un effet de ségr régation 
par classement quantitatif des différentes especes microbiennes. 
Si done on dispose d’une méthode permettant de mesurer pour 
chaque dilution le taux de croissance des germes qui dominent 
les autres par concurrence, on obtiendra un supplément d‘infor- 
mation venant s ajouter a la notion de quanuité déja donnée par 
les dilutions. De plus, pouvoir déterminer 4 chaque dilution 
Vactivité du germe qui domine en situation concurrentielle, ec est 
faire la méme chose que d’appliquer les méthodes écologiques 
qui donnent toujours les germes les plus aclifs en concurrence. 
Une telle méthode permetira de savoir 

1° Dans quelle dilution on trouvent les germes a fort taux de 
croissance (facteur qualitatif) ; 

2° Jusqu’a quelle dilution on trouve ces germes (lacteur quan- 
litatif) ; 

° ‘La mamiére dont les taux de croissance diminuent pour les 
dilutions suivantes. 

Les deux premiers points correspondent d’une maniére quanti- 
tative A la flore mise en évidence par les méthodes écologiques. 
Le troisiéme est plus difficile & préciser et sa signification fait 
partie des interprétations que nous tenterons de donner ultérieu- 
rement. 

Les méthodes en différentielle permettent de préciser ces trois 
pomts. 

b) Les méthodes en différentielle ont pour principe : ensemen- 
cement d’un milieu électif & l'aide de suspensions-dilutions de 
terre, recherche chaque jour de la dilution a laquelle la substance 
testée disparait a l'aide d’un réactif approprié. Jusqu’ici la 
méthode est la méme que celle utilisée par Pochon et ses colla- 
borateurs 8). C’est la suite qui en différe : chaque jour, chercher 
également & aide d’un test convenable 4 quelle dilution la culture 
commence sa croissance. On trace les deux courbes obtenues (la 
courbe de disparition du substrat, qui correspond a la fin de la 
croissance, et la courbe de début de croissance) sur un systéme 
de coordonnées ot les abscisses portent le temps et les ordonnécs 
les dilutions. La différence entre les deux courbes est reportée 
point par point sur un méme systéme de coordonnées. La courbe 
obtenue, dite courbe différentielle, représente Ja courbe 
de disparition du substrat 


Nous avons décrit en détail cette méthode a propos de la mesure 


réelle 
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du pouvoir hémicellulolytique des sols [4, 2, 3]. Cette méthode 
uous parait wes facile 4 généraliser pour un grand nombre de 
substances, et nous l’expérimentons de la maniére suivante : 
introduire la substance carbonée a la concentration de 1 p. 1 006 
et la source d’azote sous forme de nitrate de sodium de telle sorte 
que le rapport C/N du milieu soit compris entre 5 et 10. 
Rechercher le début de Vattaque par la mise en évidence des 
nitrites & Vaide du réactif de Griess et la disparition du substrat 
par Viode s'il s’agit de l’amidon, par la phloroglucine chlor- 
hydrique s’il s’agit des hémicelluloses, par le pouvoir réducteur 
si] s’agit d’un sucre. Nos résultats expérimentaux scront publiés 
trés prochainement. 

S: la substance choisie contient de Vazote, Vintroduction de 
nitrate n’est plus possible, on aura le choix entre deux solutions : 

1’ Faire deux séries avec deux concentrations différentes du 
substrat, rechercher sa disparition, chaque jour dans les deux 
séries, tracer les deux courbes; leur différence conduira éga- 
lement a la différentielle. 

2° Trouver un test correspondant au début de Viattaque du 
subsirat et un autre a la fin ; par exemple, pour les acides aminés 
rechercher l’apparition de ’ammoniaque par le réactif de Nessler 
et la disparition de Vacide aminé par la ninhydrine. 

Dans tous les cas on obtiendra le méme genre de courbes diffé- 
rentieiles que celles déja obtenues avec les hémicelluloses. La 
premiére partic de la courbe, généralement presque verticale, 
correspond a la flore trés active, la méme qu’en situation écolo- 
gique, puis la courbe s’enfléchit et peut devenir presque hori- 
zonlale. Cette derni¢re partie correspond au ralentissement du 
taux de croissance, puisque le temps de consommation s’allonge. 


C. — R&suME ET CONCLUSIONS. 


Au cours de ce travail nous avons d’abord constaté un fail 
dont nous avons été nous-mémes trés surpris : le taux de crois- 
sance des germes dominants dans un milieu de culture quelconque 
ensemencé avec des dilutions-suspensions de terre est d’autant 
plus petit que la dilution ayant servi 4 l’ensemencement est plus 
poussée, Nous en avons conclu que, dans le sol, les germes 
a faible taux de croissance étaient ceux qui appartiennent a des 
espéces représentées par un grand nombre d’individus. C’est 
V'inverse pour les germes 4 taux de croissance élevé. Ce fait est 
trég paradoxal et son interprétation sera publiée ailleurs. Enfin 
nous exposons le principe d’une méthode générale d’analyse des 
sols permettant de dénombrer les germes 4 taux de croissance 
rapide et les germes 4 taux de croissance lent. Cette méthode est 
dite méthode en différentielle et un exemple détaillé en a déja 
été publié [4, 2, 3]. 
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SUMMARY 


XELATIONSHIP BETWEEN THE ENERGETIC SOURCE 
AND THE GROWTH-RATE OF SOIL BACTERIA. 
STUDY AND CONSEQUENCES. 


A surprising fact has been observed : the higher the dilution 
of the soil suspension inoculated into a culture medium, the 
lower the growth rate of the main germs developing in this 
medium. The author concludes that, in soil, the germs posses- 
sing a low growth-rate belong to the species represented by 
a great number of individuals ; it is the contrary for the germs 
with a ligh growth-rate. 

Finally the author exposes the principle of a general method 
for analysis of soils allowing to count the germs possessing a 
rapid growth-rate, and those possessing a slow growth-rate. 
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FIXATION DE L’AZOTE 


PAR LES BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES 
ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE SOUCHES ACTIVES 


par J. LE GALL, J:.-€: SENEZ et F. PIGHINOTY ~(*). 


(Centre National de la Recherche Scientifique, 
C. R. S. 1. M., Marseille) 


Il y a quelques années, Sisler et ZoBell 4] ont publié des 
observations tendant 4 démontrer que Desulfovibrio desulfuricans, 
bactérie sulfato-réductrice anaérobie, possédant une hydrogénase 
trés active, peut fixer azote moléculaire et se développer auto- 
trophiquement en milieu dépourvu d’azote combiné, dans des 
conditions ot les seules sources de carbone, d’énergie et d’azote 
sont constituées respectivement par CO,, H, et N,. Pour prouver 
qualitativement la fixation de Vazote darfs leurs cultures, ces 
auteurs se sont fondés sur le fait qu’aprés plus de deux mois 
@incubation, V’analyse de la phase gazeuse par spectrographie 
de masse a montré un abaissement de la teneur en N, par rapport 
a celle d’un gaz inerte, l’argon. 

Nous avons pensé qu'il était intéressant de vérifier ces résultats 
en employant une technique différente et en essayant disoler 
directement des souches de D. desulfuricans fixatrices de lazote. 


MATERIEL ET METHODES. 


Milieuaz et conditions de culture : Pour ]’isolement, la conser- 
vation et l’étude des souches fixatrices d’azote, on a employé des 
milieux dépourvus d’azote combiné et dont la constitution de base 
fiantela suivante; MeSO), EEO, 25e-"Na.s0,, 3 ‘o3 KOMPO? 
Oi @: CaCl, 2H,O, traces; cau distillée, 1 1; pH 7,23 stéril- 
sation : trente minutes a 110°. 

La plupart des cultures ont été réalisées dans des ballons de 
250 ml contenant 50 ml de ce milieu complété par l’addition de 
lactate de soude (25 ml/l d’une solution a 60 p. 100). Dans 
quelques cas, ce substrat a été remplacé par du lactate de lithium 
ou par du pyruvate de soude cristallisés, 4 la concentration de 
20 uwmoles/ml de milicu. 


(*) Manuscrit recu le 6 octobre 1958. 
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Apres ensemencement, les ballons sont remplis dazote et 
incubés a l’étuve & 32°. Comme I’azote commercial peut contenir, 
méme lorsqu’on prend la précaution de |’épurer par passage sur 
de la tournure de cuivre chauffée au rouge, des quantités rela- 
livement importantes d’oxygéne, plusieurs séries de cultures ont 
(té réalisées dans des tubes A fermentation d’Eldredge remplis 
dazote, et ot Voxygene était 'éliminé en placant dans. l'un des 
compartiments 25 ml de pyrogallol 4 40 p. 100, alealinisé par un 
égal volume de solution saturée de carbonate de soude. 

Les essais d’isolement en autotrophie ont été effectués avec le 
méme milieu minéral de base auquel était ajouté aseptiquement, 
apres stérilisation, 0,1 p. 100 de bicarbonate de soude, 0,05 p. 100 
de sulfure de sodium et la quantité d’HCl convenable pour 
ramener le pH a 7,2. Dans le cas de ces cullures autotrophes, 
les ballons étaient lavés et remplis par un mélange d’hydrogeéne, 
d’azote et de CO, dans les proportions respectives 70 : 25:5 ou 
40 :55 75. 

Estimation des densités baclériennes : Les densités bactériennes 
ont été déterminées photométriquement, a Vaide d’un photocolo- 
rimétre de Blet (filtre Wratten bleu vert n° 75), en se référant 
i des courbes d’étalonnage élablies séparément pour chacune des 
souches étudiées. 

Dosages de Vazote combiné: L’azote combiné a été dosé par 
la méthode de Kjeldhal. Afin de réduire les causes d’erreur, ces 
dosages ont été effectués directement sur la totalité de chaque 
culture (50 ml) et on a employé, pour opérer sur ces volumes 
relalivement importants, une technique et un appareillage ana- 
logues & ceux quwutilisent les immuno-chimistes pour le dosage 
de l’azote dans les complexes anligene-anticorps [2]. 

Aclivités métaboliques : ‘Les activités métaboliques des suspen- 
sions bactériennes non proliférantes ont été déterminées par la 
méthode de Warburg dans les conditions déja décrites {3}. 

Souches de collection : Les trois souches de collection, Gaz 54 
(NCIB 8386), Canet 41 (NCIB 8393) et Hildenborough 
(NCIB 8303), dont on a recherché V’aptitude a fixer Vazote, 
sont des souches non-halophiles de D. desulfuricans qui sont 
conservées au laboratoire depuis plusieurs années par de fré- 
quents repiquages en milieu usuel lactate-sulfates-extrait de 
levure, ot la source d’azote est constituée par 0,1 p. 100 de 
chlorure d’ammonium. 

Isolement de souches nouvelles fixalrices de Vazote: Ces 
souches ont été isolées 4 partir d’échantillons de sol et d’eau 
prélevés dans un terrain marécageux sur le rivage nord-est de 
l’étang de Berre, pres de Marseille. Au moment du prélévement. 
le sol présentait les caractéristiques suivantes : 65 p. 100 d’humi- 
dité, pH 7,2, E, = —0,150 V, nombre de bactéries sulfato- 
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réductrices viables, déterminé par la méthode de Grossman et 
Postgate [4]: 65000 par gramme. L’eau prélevée contenait 
8 000 bactéries sulfato-réductrices par millilitre. Son pH était de 
7,0 et son E, légérement négatif. 

Avec ces échantillons d’eau et de sol, on a procédé a de nom- 
breux ensemencements en conditions aulotrophes, c’est-a-dire en 
milieu ne contenant pas de substrat organique, sous atmosphére 
dhydrogene et d’azote, mais les résultats de ces essais ont éte 
constamment négatifs. Par contre, les cultures d’enrichissement 
sous atmosphere d’azole et en milieu contenant du lactate ont 
toutes présenté un développement bactérien rapide et abondant. 
Apres quatre repiquages successifs, l’examen de ces cultures a 
montré la présence de trois organismes différents : 1° une bac- 
térie mobile, présente en proportion prédominante, et dont les 
caractéres morphologiques élaient ceux des deux souches de 
D. desulfuricans isolées par la suite; 2° un spirille de grande 
taille, mobile, Gram-négatif, qui est actuellement en cours d’iso- 
lement et d’identification ; 3° un bacille court, Gram-négatif, tres 
mobile, quia été isolé et identifié comme appartenant au genre 
Azotobacter. Le développement d’un Azotobacter aérobie dans les 
cullures d’enrichissement s’explique par l’aptitude de cet orga- 
nisme & pousser sous des pressions partielles d’oxygene trés 
réduites et de l’ordre de celles que contient V’azote de qualité 
commerciale. Parker [5] a signalé, en effet, qu’A. vinelandii et 
A. chroococcum fixent l’azote beaucoup plus activement en pré- 
sence de 0,1 4 4 p. 100 d’oxygéne que dans |’air. D’autre part, 
ii est intéressant de noter qu’Azotobacter a pu se développer dans 
des cultures ott s’effectuait une intense réduction des sulfates. 
Ce fait indique une tolérance remarquable a l’égard d’un potentiel 
d’oxydo-réduction fortement négatif et d’une concentration trés 
élevée en H,S (environ 350 mg/l). 

Par repiquage en gélose profonde, dans un milieu lactate- 
sulfates contenant 0,1 p. 100 de NH,Cl et une trace de sel de 
Mohr, on a obtenu de petites colonies noires, sphériques, non 
gazogénes, qui ont été transférées en milieu liquide. Aprés un 
second passage et isolement de colonies en gélose profonde, on 
a finalement conservé deux souches, provenant l’une des échan- 
tillons initiaux de sol (« Berre S») et Vautre des échantillons 
d’eau (« Berre E »). 

La pureté de ces souches a été contrélée par examens micro- 
scopiques répétés et vérifiée par l’absence de développement dans 
les conditions suivantes : Difco Brain Heart en aérobiose et en 
anaérobiose, milieu glucose-sulfates en anaérobiose, milieu de 
Starkey lactate-sulfates-extrait de levure en aérobiose, et les 
milieux classiques pour la culture des Azotobacter et de Clostri- 
dium pasteurianum [6]. Un dernier contréle de pureté a été effectué 
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par les laboratoires de la National Collection of Industrial 
Bacteria, ot les deux souches ont été enregisirées et conservées 
sous les numéros NCIB 8387 (Marseille-Berre Eau) et NCIB 8388 
(Marseille-Berre Sol). 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° Caractéres morphologiques et propriétés physiologiques des 
deux souches nouvelles. Morphologiquement, les deux souches 
Berre S et E ont des caractéres identiques. Ce sont des bactéries 
Gram-négatives, non sporulées dans les milieux et les conditions 
de culture employés, trés mobiles, monotriches, mesurant 1,5 
48 yu sur 0,2 a 0.3 wp. Cultivées en milieu de Starkey usuel, 
oti la source d’azote est le chlorure d’ammonium, ces organismes 
ont la forme de vibrions faiblement incurvés. Par contre, dans 
les cultures ot elles fixent l’azote, les cellules sont rigoureuse- 
ment droites. 

L’examen spectrophotométrique des extrails, obtenus par auto- 
lyse aqueuse des bactéries séchées, montre les pics d’absorption 
caractéristiques [7] du cytochrome c, (maximums, pour la forme 
réduite, & 418, 522 et 552 mp) et de la désulphoviridine (maxi- 
mums a 410 et a 6380 mu). 

Sur le tableau I sont rapportées les activités métaboliques des 
suspensions baclériennes non proliférantes, récoltées a partir de 
cultures en milieu de Starkey, c’est-a-dire en milieu lactate- 
sulfates-extrait de levure contenant 0,1 p. 100 de NH,Cl. Ces 
activités sont tres semblables pour les deux souches considérées 
et, dans leur ensemble, comparables a celles des autres souches 
pures de D. desulfuricans. Le pyruvate et le lactate sont rapide- 
ment dégradés dans les systémes ot le sulfate sert d’accepteur 
d’électrons et, avec le pyruvate, on reléve méme une activité plus 
grande en présence de sulfate qu’en présence de sulfite. Les deux 
souches possédent, d’autre part, une hydrogénase active, comme 
le montre la valeur élevée de leurs — Q,, en présence de benzyl- 
viologéne, et consomment activement l’hydrogéne lorsque l’accep- 
teur est constitué par le sulfite ou par le thiosulfate de soude. 
En présence de sulfate, par contre, la consommation de l’hydro- 
gene est trés lente, ce qui contraste avec le comportement de 
nombreuses autres souches pures de D. desulfuricans et parait 
étre di 4 une anomalie du systéme transporteur couplant ’hydro- 
génase avec la sulfate-réductase. 


2° Fixation de Vazote. Les deux souches Berre S et E ont été 
repiquées un grand nombre de fois consécutives en milieu 
dépourvu d’azote combiné et ot! N, est la seule source d’azote 
disponible. Dans ces cultures, la croissance totale est atteinte au 
bout d’environ trois jours d’incubation a 32°. 
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Tasteau I. — Activités métaboliques des souches fixatrices de l’azote. 


Systémes Souches 

BERRE S$ BERRE E 
lactate + sulfate + Sc, 35 | 50 
pyruvate + sulfate + 20, 7395 | 1B 
pyruvate + sulfite + Sco, 53 | 58 | 
glucose + sulfate > Qo fe) f0) 

2 

Hy + benzyl—viologéne - o, 2720 1.650 
Hy + sulfite - Sn, 105 5355 
Hy + thiosulfate - oy 180 66 
Hy + sulfate - se 6,8 “f 


Conditions expérimentales : Suspensions de bactéries non proliférantes récoltées 

a partir de cultures en milieu de Starkey contenant 0,1 p. 100 de NHCl. Activités 

exprimées en millimétres cubes de CO, dégagés (+ QGco,) ou aH, consommés 
(— Qu.) par hheure et par pallt@erarens de bactéries, eres sec. 


La croissance bactérienne oblenue dans ces conditions est bien 
due a la fixation de l’azote gazeux, et non pas a des impuretés 
azotées, pouvant étre apportées par certains constituants du 
milieu et notamment par le lactate de soude. Ce fait est démontré 
par lVabsence compléte de développement des cultures-témoins 
incubées sous vide et, d’autre part, par le développement positif 
des cultures en milieux contenant, au lieu de lactate de soude, 
une faible quantité (20 pmoles/ml) de lactate de lithium ou de 
pyruvate de soude purs, cristallisés. 

Les mesures de la densité bactérienne a croissance totale et 
les dosages de l’azote combiné (tableau II) confirment que les 
cultures fixent l’azote et fournissent une estimation quantitative 
du phénoméne. En milieu au lactate de soude, les deux souches 
fixent la méme quantité d’azote (14 weg/ml). Les densités bac- 
tériennes moyennes sont, par contre, plus élevées pour Berre S 
(127,7 we/ml) que pour Berre E (104 wg/ml). Il est possible que 
cette différence soit due 4 ce que la premiére souche synthétise un 
constituant cellulaire non azoté, par exemple un polysaccharide, 
qui ne serait pas produit ou serait formé en quantités moindres 
par la seconde souche. Quoi qu’il en soit, il convient de souligner 
que les quantités d’azote fixées représentent 11 a4 13,5 p. 100 
du poids sec des bactéries, proportion a laquelle on doit s’attendre 
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si on suppose que la totalité de l’azote fixé est incorporée dans 
les protéines bactériennes. 

Il ne semble pas que l’hydrogéne moléculaire inhibe la fixation 
de l’azote par les souches étudiées. En effet, on a procédé a une 
série de cultures en milieu au lactate, dépourvu d’azote combiné, 
et ot la phase gazeuse était constituée par un mélange conte- 
nant N, et 20 ou 40 p. 100 d’H,. Dans ces conditions, on a obtenu 
un développement bactérien aussi rapide et abondant que sous 
atmosphére contenant seulement N,. 


Tasteau II]. — Déterminations quantitatives de la croissance et de 
lVazote fixé dans les cultures. 


oe SS 


pe (poids sec) de azote combiné 
| bactéries par ml | ( pe/ml ) 
| ba aes ge [ total fixé 
| Milieux au lactate de Na | | | 
Témoins non—-ensemencés | 
| moyenne 3: 0 0,7 - 
| Souche Berre 8S: | 
culture n° 1 96 I aig 14,5 
ee 96 feiss 15,0 
5 112 Hey eal 14,4 
4 96 hee as 12,8 
5 120 14,5 13,8 
moyenne: 104 + 16 14,0 + 1,0 | 
Souche Berre E: | 
culture n° 1 le 15,2 14,5 | 
2 | 130 15,4 1a 
3 124 13,8 13,2 
4 132 14,2 13,5 
5 128 14,4 13,7 
6 124 14,9 14,2 
moyenne: | 127/57 + -455 14,0 + 0,5 
Milieux au lactate de Li 
Souche Berre 8 
Témoin (milieu ensemen— 
cé et incubé sous vide) 0,68 0,53 = 
Culture sous azote : 47,20 6,80 6,27 


On a recherché, enfin, si certaines souches pures de D. desul- 
furicans, isolées et conservées depuis plusieurs années, sont égale- 
ment capables de fixer l’azote gazeux. Parmi les trois souches 
employées dans ce but, une seule (Gaz 54) s’est montrée douée 
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de cette propriété. Il est néanmoins possible que les deux autres 
souches (Canet 41 et Hildenborough) aient perdu leur activité au 
cours de leurs nombreux repiquages en milieux artificiels, conte- 
nant de l’azote combiné. Pour déterminer si la fixation de l’azote 
par D. desulfuricans est une propriété générale ou occasionnelle 
de V’espéce, il conviendrait de rechercher ce caractére sur un 
grand nombre de souches différentes, fraichement isolées. 


Discussion. 


Nos observations concordent avec celles de Sisler et ZoBell [4] 
dans la mesure ot elles démontrent que certaines souches de 
D, desulfuricans sont capables de fixer l’azote gazeux. Toutefois, 
une différence importante de nos résultats avec ceux de ces 
auteurs est que nous n’avons pas constaté de fixation de l’azote 
en autotrophie, c’est-a-dire en milieu ne contenant pas de substrat 
organique et ot! la seule source disponible d’énergie est ’hydro- 
géne moléculaire. 

Dans le cadre des discussions récentes sur la participation pos- 
sible de l’hydrogénase au processus de fixation de l’azote [8], 
i] faut souligner le fait que l’hydrogéne moléculaire n’inhibe 
pas la fixation de N, par nos souches de D. desulfuricans, lorsque 
celles-ci sont cultivées dans un milieu ot la source d’énergie est 
un composé organique. Ce comportement rapproche D. desulfu- 
ricans de Clostridium pasteurianum, autre bactérie anaérobie, 
possédant une hydrogénase, et chez qui Rosenblum et Wilson [9] 
ont constaté que des pressions partielles d’H, semblables a celles 
que nous avons employées n’inhibent pas la fixation de |l’azote. 
Il différe, par contre, du comportement des organismes aérobies 
Azotobacter et Rhizobium, qui ne fixent pas l’azote en présence 
le EUS & Bie be 


Resume. 


1° Deux souches pures de Desulfovibrio desulfuricans, fixa- 
trices de l’azote, ont été isolées directement 4 partir de cultures 
d’enrichissement ot N, était Ja seule source d’azote et ot la 
source d’énergie était constituée par du lactate de soude. Parmi 
trois souches de collection qui ont élé soumises aux mémes condi- 
lions, une seule s’est montrée capable de fixer l’azote gazeux. 

2° L’hydrogéne moléculaire ajouté dans la phase gazeuse a la 
concentration relative de 40 p. 100 n’inhibe pas la fixation de 
Yazote par ces microorganismes. 

3° Les essais qui ont été faits dans le but d’isoler des souches 
de D. desulfuricans capables de fixer l’azote autotrophiquement, 
c’est-a-dire dans des conditions ott H, était la seule source 
énergélique, ont été négatifs. 
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SUMMARY 


NITROGEN FIXATION BY SULPHATE-REDUCING BACTERIA. 
ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ACTIVE STRAINS. 


1. Two nitrogen-fixing strains of Desulfovibrio desulfuricans 
have been directly isolated and purified from enrichment cultures 
with N, as only nitrogen source and sodium lactate as energy 
source. Among three pure strains from culture collections which 
have been tested in the same way, only one was able to fix gaseous 
nitrogen. 

2° Molecular hydrogen, at 40 °/, concentration, does not inhibit 
nitrogen fixation by these microorganisms. 

3. Several attempts have been made in order to isolate strains 
of D. desulfuricans able to fix nitrogen autotrophically in condi- 
tions where H, is the only possible energy source, but the results 
have been entirely negative. 


Note. 


Alors que ce travail était en cours de rédaction, le D’ R. H. 
Burris a bien voulu vérifier, par sa technique d’incorporation de 
*N, que nos souches sont effectivement fixatrices de lazote. 
Nous le remercions trés vivement pour cette importante confir- 
mation expérimentale. 
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RECHERCHES 
SUR DES SOUCHES D’ESCHERICHIA FREUNDII 
A ANTIGENE Vi ET LEUR POSITION 
DANS LE GROUPE DES ESCHERICHIA FREUNDII 


par S. SCHAFLER et S. BENES (*). 


(Institut D* I. Cantacuzéne, Bucarest, Roumanie) 


Nous nous sommes proposé d’étudier certaines souches 
WE. freundti, caractérisées par la présence de l’antigéne Vi et 
d’établir les relations qui peuvent éventuellement exister entre ces 
souches et d’autres souches d’L. freundii, dépourvues de structures 
antigéniques propres aux Salmonella. 

A ce propos, nous avons étudié les antigénes O et H des souches 
WE. freundit 4 antigéne V1. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons étudié 18 souches lactose-positives dE. freundu a 
antigéne Vi, isolées en Roumanie {4, 2] ct 12 souches a antigéne Vi, 
obtenues du D* F. Kauffmann, parmi lesquelles quatre possedent 
les antigénes O 31 et H 1,5 (coli 1), 7 souches lactose-négatives A 
antigéne O de type 29 (Ballerup) et 1 souche a antigéne O 5 (8796). 

Le groupe témoin des souches lactose-positives dE. freundu 
dépourvues d’antigéne Vi, a été représenté par 53 souches. 

Toutes les souches étudiées possédent les caractéres biochi- 
miques typiques de ce groupe. 

Les fermentations des glucides de ces mémes souches ont 
été étudiées sur trois milieux de culture : 1° dans l’eau peptonée, 
additionnée de 0,5 p. 100 de chaque glucide étudié; 2° dans 
le milieu de Koser dépourvu de citrate et additionné de 0,2 p. 100 
de peptone Witte, 0,002 p. 100 de bleu de bromothymol et 0,5 p. 100 
de chaque glucide (milieu de Koser modifié peptoné) ; 3° dans le 
méme milieu gélosé (0,004 p. 100 de bleu de bromothymol et 
2 p. 100 de gélose). Tous ces milieux ont été utilisés, tant pour 
meltre en évidence les fermentations primaires, que les fermenta- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1958. 
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tions mulatives. L’apparition des colonies-filles a Glé suivie sur 
deux milieux : sur le troisiéme des milieux décrits ci-dessus et 
sur gélose nutritive additionnée de 0,009 p. 100 de brome-crésol- 
pourpre, 0,0025 p. 100 de bleu de méthyléne et 0,5 p. 100 de 
glucide. 

L’utilisation des subsiances organiques comme unique source de 
carbone (0,2-0,5 p. 100) a été testée dans le milieu salin de Koser 
dépourvu de citrate avec 0,001 p. 100 de bleu de bromothymol. 


RESULTATS. 


I. Donnites stroLocigues. — Dans le tableau I sont indiqués 
les résultats obtenus par l’étude comparative des antigénes O des 
souches a antigénes Vi, isolées en Roumanie, avec ceux de cer- 
taines souches de type antigénique 0:5, 29 et 31, c’est-a-dire 
les types antigéniques d’E. freundii, chez lesquels Kauffmann [8, 
4, 5], West et Edwards {6} et autres ont signalé la présence de 
Pantigéne Vi. 


Tasteau J. — Agglutinations « O » des souches d’E. freundii 
a antigénes Vi. 


Sérums avec lesquels on a effectué les agglutinations 


*22.019 7569 Ballerup 107 5396 3796 
"O"B "QM 29 "QN29 "0"34 mons 


Souches 


5964, 6231, 6502, 
63517, 6324, 6554, 
6403, 6419, 6434, 
656i. 

6203 

22019 
7569, 7666, "P", 
Ballerup 107 
1743, 2624, 5396, 


6179 


3796 


+ = agglutination au titre du sérum ; — = absence dagglutination; * = la 
souche 22019 est agglutinée par le sérum 5964, au titre de 1/600, le titre du sérum 
étant de 1/3200. 


Les souches n®* 5964, 6203 et 22019 4 antigéne Vi possédent un 
antigéne O différent de celui des souches de type O :5, 29 et 31, 
chez lesquelles Vantigene Vi a déja été signalé. Nous avons provi- 
soirement désigné l’antigéne O de la souche 5964, par le sym- 
bole « A» et celui de la souche 22019 par « B ». La souche 6208 
est probablement une forme dégradée de type « A ». 
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Toutes les souches de type « A » et la souche 6208 possedent 
un antigene H commun, différent de l’antigene H des autres 
souches, dénommé, a titre provisoire « a ». La souche 22019 
contient également un antigéne H dénommé « b », différent de 
Vantigéne H des autres types d’E. freundii a antigéne Vi. 

Les souches de type 29, 7569 et 7668 possédent Pantiaens H 82 
commun avec celui de la ‘souche Ballerup 16385, la souche « P » 
possede l’antigéne H 73 identique a celui de la souche Bal- 
lerup 107. 


Les souches de type « A », 22019 et 6203 sont agglutinées aux 
titres 1/400-1/800, par le sérum anti-S. typhi Vi I Bathnagar 
(titre 1/1200) et déterminent chez le lapin l’apparition d’ ageluti- 
nines Vi aux titres 1/800-1/3 200. Les souches de type «A», et 
surtout la souche 6203, protégent 90 a 100 p. 100 des souris 
inoculées avec 2 4 3 DLM de la souche Ty 2 

Nos essais pour déceler la présence des antigénes « A » et « B » 
chez 150 souches d’E. coli, chez 73 différentes souches de Salmo- 
nella et chez 81 souches d’Aerobacter aerogenes, sont restés sans 
résultat. 

Parmi les 53 souches d’F. freundii dépourvues d’antigéne Vi, 
nous avons trouvé l’anligéne « A » chez une souche (B 120), l’anti- 
gene « B » chez deux souches (B 119, B 145) et les deux antigénes 
chez la souche B 258. 

Ces souches a antigénes « A » et « B », pratiquement dépourvues 
d’antigéne Vi, sont sensibles au phage Vi I de Craigie et Yen et 
adsorbent le phage Vi II, comme les souches de type «A» et 
« B » a antigéne Vi. 


II. DonnéES BiocurmiquEes. — 1° Utilisation de certaines sub- 
stances organiques comme source de carbone. — Nous n’avons 
pas constaté de différence entre les souches a antigéne Vi et celles 
qui en sont dépourvues, en ce qui concerne I’ utilisation des acides 
aminés, acides organiques et nucléosides, comme unique source 
carbonée, a l'exception de deux souches a antigéne Vi, du type 
sé rologique 31, et deux souches qui en sont dépourvues, qui ne se 
développent pas sur l’histidine. 


2° La fermentation des glucides par les souches dE. freundu 
a antigéne Vi. — Les souches 4 antigéne Vi ont un comportement 
identique envers les 16 glucides essayés, qui ont été fermentés 
en douze a vingt-quatre heures. En outre, ces souches font fer- 
menter en trente-six A quarante-huit heures le D-arabinose, en 
trente-six 4 quatre jours le cellobiose, en quatre a trente jours 
Ja salicine, Varbutine, le sorbose et le raffinose. Elles n “attaquent 
pas V’adonitol, lesculine, l’inositol, le saccharose, l’insuline, le 
D-xylose, la saligénine et l’amygdaline. Nous avons constaté des 
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différences entre les souches Vi, en ce qui concerne la fermen- 
tation du lactose, de la dulcite et de l’a-méthyl glucoside. Ces 
différences semblent étre liées a la structure antigénique des 
souches. Toutes les souches de type «A», de méme que les 
souches 6203 et 22019 (isolées 4 Bucarest), attaquent le lactose, 
la dulcite et le méthyl glucoside. Les souches de type 31 (coli 1) 
fermentent le lactose et ne fermentent pas la dulcite et l’a-méthyl 
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glucoside. Les souches de type 29 (Ballerup) se comportent de 
maniére variable, a l’égard de ces trois glucides. 

3° La fermentation des glucides par les souches d’E. freundii 
dépourvues d’antigéne Vi. -— Vis-a-vis des glucides qui sont 
attaqués rapidement ou pas du tout, nous avons constaté un 
comportement presque identique chez les souches dépourvues 
d’antigéne Vi et chez les souches contenant cet antigéne. Les 
dissemblances les plus typiques entre ces deux groupes dE. 
jreundu se rapportent aux glucides qui sont attaqués tardivement 
par les souches Vi (fig. 1). 
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_ De ce graphique il ressort que la salicine, le cellobiose, l’arbu- 
tine, le sorbose et le raffinose, sont plus rapidement fermentés 
par la plupart ds souches dépourvues d’antigéne Vi que par les 
souches qui possédent cet antigéne. Chez certaines souches, une 
fermentation rapide du raffinose est accompagnée par celle du 
saccharose. I] faut souligner que la fermentation tardive de tous 
ces glucides, qui est propre aux souches Vi, a été toutefois 
constatée chez quatre souches dépourvues d’antigéne Vi. 

Pour préciser les dissemblances entre les souches équipées 
d’antigéne Vi et celles qui en sont dépourvues, nous avons essayé 
d’étudier Ja nature des fermentations tardives. 

De ce point de vue, les glucides a liaison B-glucosidique (cello- 
biose, arbutine et salicine) semblent étre attaqués de la méme 
maniére. L’incubation prolongée en présence de cellobiose accé- 
lére la fermentation ultérieure de la salicine et de l’arbutine. 
Les souches qui ont attaqué la salicine acquiérent la capacité de 
faire fermenter rapidement le cellobiose et l’arbutine. 

Les souches Vi de type antigénique A, B et 6203 attaquent 
d’une maniére primaire les glucides a haison B-glucosidique, le 
cellobiose étant fermenté plus rapidement que l’arbutine et sur- 
tout que la salicine. 

L’incubation prolongée (surtout sur des milieux de salicine) 
peut faire apparaitre des variantes qui fermentent de maniére 
mutative les trois glucides mentionnés. Ceci explique |’influence 
favorable de l’incubation prolongée en présence de lun de ces 
trois glucides sur la fermentation des deux autres. 

Chez certaines souches de type 29 (Ballerup) et 31 (coli 1), la 
fermentation primaire des glucides a haison f-glucosidique est 
remplacée presque enti¢rement par une fermentation mutative. 

Nous avons constaté que la fermentation rapide des p-gluco- 
sides par cerlaines souches dépourvues d’antigéne Vi est une 
fermentation primaire intense, ou bien primaire faible, suivie 
par une fermentation mutative plus intense que celle des souches 
4 antigéne Vi. Les autres souches dépourvues d’antigéne Vi fer- 
mentent les B-glucosides de la méme maniére que les souches de 
type A. 

‘Le raffinose est fermenté par toutes les souches Vi, de maniére 
mutative, au niveau de la liaison a-galactosidique, tandis que la 
majorité des souches dépourvues d’antigéne Vi attaquent le raffi- 
nose de maniére primaire, au niveau de la liaison p-fructosidique. 
Les autres souches dépourvues d'antigene Vi attaquent le raffi- 
nose de maniére primaire ou mutative, au niveau de la liaison 
o-galactosidique. 

Chez toutes les souches a antigéne Vi la fermentation du sor- 
bose est mutative et de faible intensité, 74 p. 100 des souches 
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dépourvues d’antigéne Vi fermentant le sorbose de maniére pri- 
maire, tandis que 26 p. 100 seulement V’attaquent de manieére 
mutative. 


CoNCLUSIONS. 


Nos résultats, en accord avec les données de la littérature, 
prouvent que l’apparition de l’antigéne Vi chez E. freundw est 
conditionnée par l’existence de certaines structures antigéniques O 
(les antigénes 05, 29 et 31 et les antigénes O provisoirement 
dénommés «A», «B» et 6203). 

En ce qui concerne l’action fermentaire, les souches a anti- 
géne Vi se comportent d’une facon plus uniforme que les souches 
qui sont dépourvues de cet antigéne. 

Les souches Vi se caractérisent par une fermentation primaire 
plus faible ou mutative de certains glucides et par l’absence de 
fermentation du saccharose, tandis que la majorité des souches 
dépourvues d’antigéne Vi font fermenter intensément ces glucides. 
Un processus d’orthogénése, manifesté par Vaffaiblissement de 
certains caractéres fermentaires, semble se dérouler au cours de 
l’évolution phylogénétique des souches a antigéne Vi. 

Il est probable qu’un processus analogue a eu leu pendant 
Pévolution des formes lactose-négatives Bethesda-Ballerup. 


SUMMARY 


Stupies on Escherichia freundit stRAINS POSSESSSING VI ANTIGEN 
AND THEIR PLACE IN THE Escherichia freundit Group. 


The findings show, according to the results reported in the 
literature, that the appearance of Vi antigen in E. freundii 
depends on the existence of certain antigenic O structures (O 5, 
20 and 31 antigens and the O antigens temporarily called « A », 
« B » and 6203). 

As to the fermentative capacity, the strains possessing the 
Vi antigen show a more uniform activity than those which are 
deprived of this antigen. 

Vi strains are characterized by a weaker or mutative primary 
fermentation of certain glucides and by the absence of fermen- 
tation of sucrose, whereas the majority of strains deprived of Vi 
antigen strongly attack these glucides. 

An orthogenesis process, evidenced by an attenuation of certain 
fermentative properties, seems to take place in the course of the 
phylogenetic evolution of the strains possessing the Vi antigen. 
It is probable that an analogous process has also taken place 


during the evolution of the lactose-negative Bethesda-Ballerup 
forms, 
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COMMUNICATIONS 


ACTIVITE DE L’(HYDROXY-2’ETHYL)-1 METHYL-2 
NITRO-5 IMIDAZOLE (8.823 R.P.) 
VIS-A-VIS DES INFECTIONS EXPERIMENTALES 
A TRICHOMONAS VAGINALIS 


par C. COSAR et L. JULOU. 
(présenté par M. BENAZET). 


(Laboratoires de Recherches 
de la Société des Usines Chimiques Rhéne-Poulenc, Vitry-sur-Seine.) 


Au cours de nos recherches sur les produits inhibant le dévelop- 
pement de Trichomonds vaginalis nous avions trouvé actif un anti- 
biotique, le 7080 R.P., produit en méme temps que deux autres 
(6237 R. P. et 7071 R. P.) par une souche de Streptomyces isolée dans 
nos laboratoires : souche 6670 [2]. 

Plus tard, nous avons reconnu que le 7080 R. P. est lui-méme cons- 
litué par un mélange de deux antibiotiques dont lun, le seul actif 
sur T. vaginalis, s’identifie avec l’azomycine de Nakamura [5] qui 
n’est autre que le nitro-2 imidazole. 

Nous avons poursulivi nos investigations dans le domaine des nitro- 
imidazoles et, parmi les nombreux dérivés de cette série que nous 
avons examinés du point de vue de leur activité sur Trichomonas, 
nous avons retenu le 8823 R. P. [(hydroxy-2’ éthyl)-1 méthyl-2 nitro-5 
imidazole] comme le plus intéressant des produits essayés. 

Au cours de nos essais, nous avons utilisé, comme termes de compa- 
raison, l’azomycine et l’aminitrozole (acétamido-2 nitro-5 thiazole) 
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déja proposé par Cuckler, Kupferberg et Millman [4] comme médi- 
cament de la trichomonose. 
Les formules de ces trois produits sont les suivantes : 


" CH HC C NO, HC N 
N NH N N — CH, — CH, OH ON —C CG — NH — COCH, 
Se Nica er 
| ] 
NO, CH, 
azomycine 8 823 R.P. aminitrozole 
ToxicITE EN DOSE UNIQUE. — Nous avons comparé le 8823 R. P. 


a lVaminitrozole et 4 l’azomycine. Les souris de 13 4 18 g recoivent 
les produits per os en suspension gommeuse, chaque dose étant 
contenue dans 1 ml/20 g; les animaux sont observés pendant cing 
jours, 

La dose 50 p. 100 létale (DL,,) du 8823 R. P. est de 4,3 g/kg per os, 
celle de l’aminitrozole de 0,63 g/kg per os et celle de l’azomycine 
de 0,15 g/kg per os. 


TOXICITE EN ADMINISTRATIONS REPETEES (cinq jours). — Ces essais ont 
été faits en vue de déterminer les doses maximum non mortelles (DL,) 
pour les traitements des animaux dans la trichomonose de la souris. 
Les souris recoivent les produits dans les mémes conditions que dans 
les essais de toxicité aigué, mais on fait une administration quoti- 
dienne pendant cing jours consécutifs et on observe les animaux 
traités pendant cinq jours apres la derniére administration. 

Les doses maximum tolérées sont alors respectivement de 2,5 g/kg 
per os par jour pour le 8823 R. P., de 0,20 g/kg per os par jour pour 
l’aminitrozole et de 0,05 g/kg per os par jour pour l’azomycine. 


TOXICITE CHRONIQUE (un mois). — Dix rats albinos de 150 g environ 
ont regu pendant un mois une dose quotidienne de 50 mg/kg per os 
de 8823 R. P., et dix autres une dose de 25 mg/kg per os ; dix rats 
non traités ont servi de témoins. Les trois lots d’animaux ont suivi 
le méme accroissement de poids et ont présenté un comportement 
normal. Les examens hématologiques, biologiques (systeme hépatico- 
rénal) et histologiques (foie, reins, poumons, cceur, estomac, intestin, 
pancréas, rate, thyroide, surrénales et névraxe) ont donné des résultats 
identiques chez les animaux témoins et chez les traités. 

Deux chiens ont recu pendant le méme temps une dose quotidienne 
de 100 mg/kg per os de 8823 R.P., deux autres chiens 50 mg/kg 
per os et deux autres 25 mg/kg per os. Aucune anomalie n’a été cons- 
tatée ni dans le poids des animaux, ni au cours des examens hémato- 
logiques, biologiques et histologiques. 


Activiré TRICHOMONACIDE in vitro. — Nous avons utilisé le milieu 
décrit par Sorel [6] et nous avons déterminé les concentrations 
minimum permettant de tuer 99 p. 100 des T. vaginalis en vingt- 
quatre heures. Ces concentrations sont 1 p. 400 000 pour le 8823 R. P., 
1 p. 75000 pour I’aminitrozole et 1 p. 25000 pour l’azomycine. 
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AcTIvirh TRIGHOMONACIDE in vivo. — Nous avons utilisé la technique 
@’inoculation décrite par Lynch, Holley et Margison [4]. On injecte, 
sous la peau dorsale des souris 0,5 ml de culture de quarante-huit 
heures de T. vaginalis en milieu de Kupferberg [3]. Aprés sept jours, 
on sacrifie les animaux et on observe macroscopiquement et microsco- 
piquement l’espace hypodermique inoculé : chez les animaux témoins, 
se sont développées des collections purulentes ot pullullent les Tri- 
chomonas, 

Les animaux soumis aux essais sont traités per os tout de suite 
apres l’inoculation et une fois par jour pendant les quatre jours 
suivants. 

Pour gu’un animal soit considéré comme protégé, il faut que son 
hypoderme dorsal reste normal et qu'il ne présente pas de Tricho- 
monas au microscope sur un frottis. 


Tasriau I. — Activité anti-Trichomonas chez la souris. 
protite [ngs pon/sou Sais patigtnl iss ty atteenines 8 
onnées 5 jours la protection 
500 6/6 
150 6/6 
50 12/12 
25 6/6 RHR SN 
8.823 RP. 15 6/6 See 
12,5 12/12 
6 9/12 
3 1/i2 
1,5 0/6 
200 6/6 
100 12/12 
aminitrozole 35 4/6 MOO =, ak 
25 3/6 200 2 
1/12 
azomycine 


5 


Les résultats des essais relatifs au 8823 R. P. et aux deux produits 
témoins sont réunis dans le tableau ci-joint ot l’on voit qu’il suffit 
dune dose égale au 1/200 de la DL, du 8823 R. P. pour protéger les 
souris dans cette épreuve, alors que, dans le cas de V’aminitrozole, il 
faut employer la moitié de la DL, et qu’on doit & peu prés atteindre 
la DL, pour arriver au méme résultat avec l’azomycine. 
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ELIMINATION URINAIRE CHEZ LE RAT. TITRAGE BIOLOGIQUE. — Aprés une 
administration unique de 250 mg/kg per os, soit de 8823 R. P., soit 
d’aminitrozole, on recueille l’urine des rats traités et on fait des dilu- 
lions successives en milieu trypticase-sérum de Kupferberg [3]. Aprés 
ensemencement avec T, vaginalis, on détermine les concentrations de 
8823 R. P. ou d’aminitrozole par comparaison avec des gammes conte- 
nant des quantités connues de ces produits. 

Nous avons yu qu’en quarante-huit -heures 13 p. 100 du 8823 R. P. 
passent dans l’urine du rat, alors que pour l’aminitrozole cette pro- 
portion n’est que de 0,2 p. 100. 


ACTIVITE in vitro SUR LE BACILLE bE DépERLEIN. — On sait qu’il est 
avantageux qu’un trichomonacide respecte dans la flore vaginale 
normale les saprophytes utiles acidophiles dont l’espéce la plus repré- 
sentative est le bacille de Déderlein. 

Nous avons montré qu’en milieu 4 l’extrait de levure glucosé ce 
bacille peut se développer malgré une concentration de 1 p. 300 en 
8823 R.P., alors que, par exemple, l’auréomycine linhibe déja 
a 1 p. 300 000. 


RésumME. — Le 8 823 R. P. est un produit trés peu toxique pour la 
souris (DL,, : 4,3 g/kg per os) et il est bien toléré par le rat et le 
chien au cours d’un traitement quotidien d’une durée d’un mois. 

Le 8823 R. P. est trés actif sur la trichomonose expérimentale sous- 
cutanée de la souris, puisqu’il préserve totalement ces animaux contre 
cette infection 4 la dose quotidienne de 0,012 g/kg per os administrée 
cing jours de suite. 


SUMMARY 


AcTIVIry OF (HYDROXY-2’ ETHYL)-1 METHYL-2 NITRO-5 IMIDAZOLE (8823 R. P.) 
IN EXPERIMENTAL Trichomonas vaginalis INFECTIONS. 


88238 R. P. has a very low toxicily for mice (DL50 = 4,3 g/kg per os). 
It is well tolerated by rats and dogs in the course of a daily treatment 
of one month’s duration. 

8823 K.P. has a high activity in experimental trichomonosis 
subcutaneously induced in mice: animals receiving a daily dosage 
of 0,012 g/kg per os during 5 days are totally protected. 
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RECHERCHES SUR LES PROPRIETES ALGOSTATIQUES 
DE LA 3-p-CHLOROPHENYL I-! DIMETHYL-UREE 
(MONURON C.M.U.) EN MICROBIOLOGIE DU SOL 


par G. RAUD, CG. TYSSET et B. VACHER. 


(Laboratoire de Biologie, Section Technique de l’Armée, Paris 
et Service de Microbiologie du Sol, Institut Pasteur) 


Au cours de recherches [4] effectuées sur l’action de la 3-p-chloro- 
phényl 1-1-diméthyl-urée sur les microorganismes du sol (bactéries 
et algues) nous avons été amenés a préciser l’action in vitro de cette 
substance sur Stichococcus bacillaris (Nag). Cette Chlorophycée de l’ordre 
des Ulotrichales est trés fréquente dans le sol, elle se présente sous 
la forme de courts batonnets cylindriques de 10 a 15 yw de long sur 5 y 
de large, arrondis aux extrémités, et se multiplie par cloisonnement 
transversal. La disposition filamenteuse qui en résulte ne permet 
jamais d’atteindre des filaments d’une grande longueur, car ceux-ci 
se dissocient rapidement. Chaque cellule ne posséde qu’un seul chloro- 
plaste sans pyrénoide. Parmi les nombreuses especes que nous avons 
pu isoler du sol, cette algue se révéla particuli¢rement sensible au 
Monuron, et d’autre part sa culture sur différents milieux organiques 
ou minéraux permet d’obtenir rapidement des colonies volumineuses, 
facilitant ainsi une étude in vitro. Pour cette méme raison, Matruchot 
et Molliard [2] avaient utilisé cette espéce au cours de leurs études 
sur Je métabolisme des algues. Leurs conclusions se rapprochent par 
certains points de celles que nous pourrons fournir. 

A Végard de Stichococcus, nous avons d’abord précisé le seuil de 
toxicité du Monuron dont les propriétés herbicides ont déja suscité de 
nombreuses publications. Dans ce but des suspensions de ce corps, 
* des concentrations variables et maintenues homogénes par agitation 
entretenue, furent ajoutées a différents milieux de culture, tous 
préparés & partir de la solution minérale suivante préconisée par 
Lefévre et coll. [3]. 


Nitrate: dericaleniin a. sven oe eeee Eee ee ere 0,1 ¢ 
Phosphate bip otassiqiiGme ee see ere 0,04 2 
Sulfates Wegman Siamese ee eee eee 0,03 ¢ 
INSU TOKO: cose onaous sucegmad sna ncudnho ONS: 
Perchlorurende fer! Sp aoc te ee traces 
Extrait-denternemricc, seen oe ee ee io) aml 
aM ” accesie Se <tr enc tee ae ree ee eee 1 000 ml 


Ce milieu était toujours gélosé a4 10 p. 1000 de facon 4 permettre 
une incorporation homogéne du Monuron, produit quasiment inso- 
luble dans l’eau. Un volume donné d’une solution titrée mélangée 
a 20 ml du milieu avant solidification, réalisée en boite de Petri, 
évitait toute accumulation de la substance en un point quelconque 
de la plaque nutritive. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 243 


Chacune des boites fut ensemencée avec un volume constant d'une 
suspension de Stichococcus cultivés dans ce méme milieu synthétique, 
mais en l’occurrence sans addition de gélose. Il fut alors possible de 
constater l’extréme sensibilité de cette algue au phytocide. Jusqu’a 
la concentration de 10-5 de cette substance dans le milieu, aucune 
algue ne subsiste. Ceci dans un délai trés court (vingt-quatre heures). 
A la concentration de 10—® les cellules ensemencées survivent mais ne 
proliférent pas. Ce n’est qu’A la concentration de 10—’ que des colonies 
peuvent €tre observées. En constatant cette inhibition nous avons sup- 
posé qu’elle pourrait étre atténuée, sinon supprimée, en utilisant les 
propriétés stimulantes de quelques substances organiques parmi celles 
que Matruchot et Molliard avaient étudiées. L’expérience consista alors 
& imcorporer au milieu synthétique contenant du Monuron diverses 
substances glucidiques ou aminoacides 4 la concentration constante 
de 4 p. 1000. 


Toutes les boites ainsi préparées furent ensemencées avec un volume 
identique d’une culture en milieu liquide de Stichococcus et elles 
furent exposées 4 la lumiére solaire 4 la température du laboratoire. 
Afin d’obtenir des cultures sans bactéries, les boites de Petri étaient 
additionnées d’antibiotiques aux doses suivantes: 20 unités de péni- 


cilline et 40 de streptomycine par millilitre de milieu. 


Les résultats obtenus figurent dans le tableau ci-joint, ot la présence 
ou l’absence de colonies dans les différents milieux ainsi enrichis est 
exprimée par le signe + ou —. 


Milieu |Milieu hilieu 
synthé-— | synthé- synthé- 
tique tique gies 
seul + + 5 
glucose | lactose gluta- 
mique 


Concentra- 
tion en 
Monuron 10 


me eee 


" 1074 


Absence de 
lionuron 


Nous constatons que l’apport d’antibiotiques ne modifie nullement 
l’action du Monuron puisque les résultats obtenus en leur présence 
sont identiques & ceux de nos expériences préliminaires. De méme les 
substances organiques ne possédent aucun pouvoir inhibiteur sur la 
croissance de Stichococcus ; les plaques ainsi enrichies, en l’absence 
de Monuron, permettent le développement normal de l’algue. Enfin 
seuls le glucose et le lactose permettent d’abaisser le seuil de toxicité. 
La premiére de ces substances est particuliérement active puisqu’en 
sa présence 4 une concentration en Monuron de 10—* la multiplication 
cellulaire de Stichococcus normalement inhibée se révéle néanmoins 
possible. 


16 * 
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ConcLusion. — Les propriétés algostatiques du Monuron que nous 
avons mises en évidence permettent de penser que l’action herbicide 
de ce produit s’accompagne d’un appauvrissement en carbone des 
terres ainsi traitées et consécutivement d’une modification du rap- 
port C/N. On sait en effet que la flore algologique du sol contribue, 
grace a la photosynthese, 4 un enrichissement en carbone du sol 
et que son intervention dans la formation de |’-humus est certainement 
importante. Par ailleurs, nous constatons que certaines substances 
elucidiques, et en particulier le glucose, sont capables de stimuler le 
développement de cette algue; ces résultats concordent avec ceux 
signalés par Molliard. Cette stimulation laisse supposer que l’activité 
toxique du Monuron, encore mal connue, pourrait agir entre autres 
sur le mécanisme de la photosynthése 4 un stade qu’il conviendrait 
de préciser. 

Les expériences décrites ne sont nullement écologiques, a la diffé- 
rence de celles réalisées dans un autre travail (H. de Barjac, C. Tysset 
el coll. [4]). On peut donc penser que, sous l’influence des phéno- 
ménes d’antagonisme et de synergie de la microflore du sol, les pro- 
prictés algostatiques du Monuron seraient différentes de celles que 
nous avons signalées in vilro et qu’en particulier les diverses sub- 
stances hydrocarbonées de |’humus interviendraient d’une facon trés 
variable dans le métabolisme de Stichococcus bacillaris. 


Résumé. — La (p-chlorophényl) 3 diméthyl! 1,1 urée (CMU ou Monuron) 
a une action toxique, a la concentration de 10—*, sur une algue tellu- 
rique, Stichococcus bacillaris (Nag). 

Si Von ajoute au milieu nutritif du glucose ou du lactose a la 
concentration de 4 p. 1000 le seuil de toxicité du Monuron se trouve 
abaissé. 

Le Monuron, par ses propriétés algostatiques, a peut-étre une 
influence secondaire sur le rapport C/N des sols traités par Vherbicide. 


SUMMARY 


STUDIES ON ALGOSTATIGC PROPERTIES OF 3-P-CLOROPHENYL 1-1 DIMETHYL-UREA 
(Monuron [CMU]) 1 som micropioLocy. 


At a concentration of 10—* this compound has a toxic activity on 
a telluric alga, Stichococcus bacillaris (Nig). 

Addition to the medium of glucose or lactose at a concentration 
of 4 p. 1000 lowers the toxicity threshold of Monuron 

The algostatic properties of Monuron might have a secondary influence 
en the ratio C/N of soils treated by this herbicide. 
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COMPORTEMENT DU LAPIN ADULTE 
A L’INOCULATION DU VIRUS DE NEWCASTLE 


par G. CIACCIO. 


(Laboratorio di Microbiologia e Chemioterapia 
[Direttore Prof. A. Dr Marco], 


Laboratori Scientifici Farmitalia, Milano) 
(présenté par P. GIROUD). 


Poursuivant nos études sur le comportement du lapin adulte 
a V’inoculation avec divers virus (Col. SK, virus de la fiévre aphteuse), 
nous nous sommes adressé au virus de Newcastle. 

Dans certaines conditions on a réussi a cultiver dans le poumon du 
lapin des rickettsies (vaccin Durand-Giroud 1940) et on a essayé, tou- 
jours sur poumon, la culture du virus de la grippe (Panthier, Cateigne 
ef Hannoun, 1948). En outre, le lapin a, bien souvent, permis d’obtenir 
V’atténuation de divers virus. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Nous avons employé des lapins adultes, males 
et femelles, de 1,800 kg 4 2,600 kg. Les lapins étaient infectés par voie 
péritonéale, sous-cutanée, orale, intranasale, par instillation conjonctivale 
et dans la vaginale du testicule. Nous avons employé, le plus souvent, 
le liquide embryonnaire non dilué des embryons de poulet sur lesquels 
on avait cultivé le virus. Nous avons utilisé des doses de 4, 5 et 10 ml 
de matériel virulent. Dans une série d’essais plus restreinte, nous avons 
employé la méme source de virus (liquide embryonnaire de poulet), mais 
aux dilutions de 10—5, 10—’, 10—8 et 10—9 sur un volume de 10 ml. 

La souche que nous avons employée est entretenue dans notre labo- 
ratoire depuis 1953; elle a subi 120 passages sur ceuf embryonné. Au 
cours des derniers passages on a observé une augmentation de son pou- 
voir infectant qui peut atteindre des titres de 10—” et de 10—2®. 

Pour détecter le virus dans le sang et dans les organes du lapin nous 
avons inoculé des embryons de poulet de 9 A 11 jours par voie chorio- 
allantoidienne, avec une dose de 0,20 ml de chaque matériel. 


Résuttats. — 1° Culture sur Vexsudat péritonéal. — Le virus a été 
inoculé a la dose de 10 ml dans le péritoine du lapin quelques heures 
(trois 4 cing heures) avant la préparation de l’animal pour la produc- 
tion de l’exsudat selon la méthode indiquée par Barski et coll. La 
récolte de l’exsudat a été faite vingt-quatre, quarante-huit et soixante- 
douze heures aprés l’inoculation du virus. La présence du virus a été 
révélée par l’infection des embryons de poulet et les cultures de tissus 
A partir des cellules de l’exsudat. Le virus a été détecté deux fois 
\ vingt-quatre heures de l’inoculation et une fois & quarante-huit 
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heures de l’inoculation ; un quatriéme lapin, sacrifié & soixante-douze 
heures, a été négatif. 


2° Diffusion du virus dans le sang. — En prélevant le sang a Voreille 
du lapin (1 ml par prise) et en l’inoculant (a la dose de 0,20 ml) 
aux embryons de poulet de 9 A 11 jours, on a recherché le virus. 
Plusieurs prises de sang ont été exécutées pour chaque lapin depuis 
les premiers instants jusqu’A plusieurs heures (sept, vingt-quatre, 
trente) et & plusieurs jours (deux 4 dix-huit) aprés Vinoculation. Le 
tableau I rapporte les résultats de divers essais. 


Tabieau I, 


Nombre des | Voie d'inoculation 
lapins 


Heures apres 
inoculation 


10 ml. 
4m. 
10 mi. 
10 ml. 


Orale O 


Conjonctivale 0 


Intranasale Cutis 


| Sous-cutanée 30) in. 


13 Intrapéritonéale 10 ml. 15; 30, 45 m. 
lhe, 2 h.e30 
Bi viens (ue 
5 hs 30). 4 Re 
elds, ASS 
(eters Sea es ee, 


m: minutes aprés Vinoculation; h.: heures apres J inoculation. 


On a donc pu détecter le virus de Newcastle dans le sang du lapin 
tres précocement (de quinze minutes 4 quatre heures quinze) aprés 
Vinoculation. Dans deux cas seulement on a observé la diffusion du 
virus dans le sang aprés inoculation par d’autres voies (1 cas d’injec- 
tion sous-cutanée et 1 cas d’instillation intranasale) que la voie intra- 
péritonéale. Celle-ci nous a donné les résultats les plus constants ; le 
virus a été décelé au cours d’une seule prise de sang (1/17, 1/14), 
tandis que chez les 9 autres lapins plusieurs prises de sang (4/17, 
6/17, 3/10, 5/10, 4/15, 7/15, 5/5, 4/5, 4/5) ont permis le réisolement 
du virus. I] n’y a pas eu de régularité absolue dans les temps qui 
ont permis l’isolement du virus: les prises de sang qui ont mis en 
évidence le virus suivent ou précédent celles qui ont abouti a un 
résultat négatif. Nous n’avons pas réussi 4 isoler le virus au-dela de 
certaines périodes (trois 4 quatre heures), quoique les prises de sang 
aient été poursuivies sur les animaux pendant plusieurs heures (sept) 
et divers jours (un, six, dix-huit), car toutes ces prises de sang ont 
été négatives. 


3° Persistance du virus au _ siége d’inoculation. — Apres avoir 
examiné la diffusion du virus dans le sang, il nous a paru intéressant 
d’étudier sa persistance au siége d’inoculation. Dans le tableau IT sont 
trapportés les résultats obtenus. 
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Au-dela de quarante-huit heures nous n’avons jamais réussi a réisoler 
le virus de l’exsudat péritonéal (1 cas a soixante-douze lueures) et du 
poumon (9 lapins sacrifiés 4 soixante-douze, quatre-vingt-seize, cent 
vingt, cent quarante-quatre heures et neuf, quatorze, vingt, vingt- 
quatre jours). Un seul lapin (1 cas) sacrifié & vingt-quatre heures 
a été négatif. Cet animal, avant de recevoir le virus (10 ml) par voie 
intranasale, avait été traité par la méme voie avec 2 ml de sérum 
de lapin normal ; ce traitement a été exécuté deux heures avant l’inocu- 
lation du virus. 


TasLrau II. 


Vote d'inoculation} Lap.pos.| Heures aprés Lap.nég. | Heures apres Tissus et 
1' inoculation 1' inoculation organes 
i Saerae = 
Intraperitonéale | | 24-48 ay 72 Exsudat péritonéal 
+ it = 
Vaginale du 2 24 = - Vaginale du 
testicule testicule 
Intranasale 24-48 10 24, 72 Poumons 
Cornets 


j.: jours; lap.: Japin; pos.: positif; nég.; négatif. 


4° Hssai de passage lapin-lapin. — Les cing séries d’essais, poursuivis 
sur 28 lapins, ont été négatives en inoculant le virus réisolé (au pre- 
mier passage embryon de poulet-lapin), soit par voie péritonéale, soit 
par voie intranasale. Le prétraitement des lapins par le zymosan 
(20 a 380 mg par voie intrapéritonéale une heure avant 1l’inoculation 
de broyats de tissu) et par la cortisone (acétate Merck, 280-550 mg par 
voie sous-cutanée en doses variables au cours de cing a six jours de 
traitement) n’a pas favorisé la culture du virus. Le comportement du 
lapin, en particulier dans le cas de l’inoculation intranasale, évoque 
les constatations de Ginsberg (1951) chez la souris a la suite de 
linoculaltion par voie intranasale de certaines souches de virus de 
Newcastle. 


Conciusions. — 1° Aucun symptéme de maladie n’a été décelé chez 
les lapins dans le cas d’une observation prolongée pendant plusieurs 
jours. Tres rarement, chez quelques animaux, on a remarqué une 
température supérieure 4 40°C pendant quelques jours ; cela sans 
aucune régularité ni aucune fixilé. Nous n’avons jamais pris la tem- 
pérature dans les premiéres heures aprés l’inoculation du virus et 
nous n’avons done aucun renseignement a ce sujet. 

2° Le virus peut ¢tre décelé dans le sang peu de temps aprés 
Vinoculation. L’injection intrapéritonéale a donné les résultats les plus 
constants: le virus a été réisolé du sang entre quinze minutes et 
quatre heures quinze. 

3° Le virus peut persister pendant quelques heures (vingt-quatre 
4 quarante-huit) sur les cellules des tissus (exsudat péritonéal) et des 
organes (poumon, voies respiratoires, vaginale du testicule), si¢ges de 
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inoculation. Au dela de cette période restreinte (vingt-quatre 4 qua- 
rante-huit heures) le virus n’a jamais été réisolé. 

4° Les essais de passage lapin-lapin n’ont pas permis la culture du 
virus. Celui-ci, réisolé sur les lapins qui ont recu le matériel virulent 
de l’embryon de poulet, n’a jamais été reconnu aux passages suc- 
cessifs lapin-lapin. 

5° Les résultats obtenus A propos de la diffusion rapide du virus et 
au sujet de sa persistance au siege d’inoculation révélent certaines 
conditions qui permettent de suivre le virus de Newcastle chez un 
animal non sensible 4 cet agent. 


SUMMARY 


COMPORTMENT OF ADULT RABBITS 
INOCULATED WITH NEWCASTLE DISEASE VIRUS. 


1. Rabbits inoculated with NVD do not manifest any pathological 
symptoms. 

2. The virus can be demonstrated in the blood soon after inocula- 
iion. The intraperitoneal route yields the most reliable results. 

3. The virus can persist a few hours (24 to 48) at the site of ino- 
culation (peritoneal exudate cells, lungs, respiratory tract, testis). 

4. It has not been possible to realize passages from rabbit to rabbit. 

5. The findings show that NVD can be studied on an animal not 
sensitive to this virus. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de l'Institut Pasteur. 


Etude d’une souche d’Achromobacter : Achromobacter stereo- 
tropis, par J. Brisou, C. Tysser et B. VacHER. 


Le virus de l’avortement des ovins. Sensibilité 4 quelques anti- 
biotiques, par I’. Rocer et A. Rocen. 


x 


Contribution 4 l'étude de Geotrichum et Trichosporum d’ori- 
gine humaine, par M. Viru et G. Srcrerain. 
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Deux cas de déséquilibre biologique en sols du Niger, par 
H. pe Barsac et A. Rocne. 


L’action des phosphates insolubles sur les groupes micro- 
biens telluriques, par A. Rocur. 


x 


Résistance a l’hémolyse des hématies par adjonction d’anti- 
biotiques, par R. Sercneurnin, C. Tysser et B. Vacuen. 


LIVRES REQUS 


Ciba Foundation Colloquia on ageing. Vol. IV. J. et A. Churchill, 
édit. Londres, 1958. Prix : 45 shillings. 


Ce volume représente le IV® Colloque de la Ciba Foundation, concer- 
nant le vieillissement. Il concerne spécialement le probléme du méta- 
bolisme de ]’eau et des électrolytes. Il est rédigé suivant les habitudes 
de la Fondation Ciba et présente un grand intérét, autant pour les 
spécialistes que pour celui qui veut rapidement se faire une opinion 
sur l’état de ia question. Sont ainsi envisagés : la sécrétion des élec- 
trolytes, Vaction des glandes endocrines, l’effet des différentes pro- 
téines et l’absorption des minéraux, le contréle génétique du métabo- 
lisme €érythrocytaire, le développement du contrdle de 1léquilibre 
acido-basique, Je rdle du rein, Ja tolérance au stress provoqué par 
les déséquilibres électrolytiques, les troubles cardiaques consécutifs 
& la rétention d’eau et des sels, enfin |’individualisation d’un nouveau 
syndrome constitué par la carence du magnésium. 

Comme tous les volumes de cette collection, ce volume aura un 
succés mérité. 

ENG Be 


H. M. Sinclair. — Essential Fatty Acids. 1 vol., 268 p. Butterworths 
Scientific Publications, London, 1958. Prix: 50 shillings. 


Ce volume est le compte rendu de la IV® Conférence internationale 
sur les problémes biochimiques des lipides, conférence qui a eu lieu 
% Oxford (G.-B.) en juillet 1957. Les 34 exposés sont groupés sous trois 
rubriques : aspects chimiques, absorption et distribution, fonctions 
biochimiques. 

Dans la partie chimique sont traités les difficiles problémes de 
l’analyse des acides gras non saturés: séparation et structure. La 
chromatographie en milieu gaz-liquide, la spectrographie d’absorption 
dans ]’infra-rouge et l’ultra-violet, 1’étude des produits de ]’oxydation 
chimique ou par voie enzymatique permettent de débrouilller len- 
tement ces mélanges complexes de produits labiles et trés voisins 
pouvant posséder cependant des propriétés biologiques trés différentes. 

Dans la partie biochimique, ce n’est pas l’aspect « essentiel » des 
acides gras qui est envisagé, mais diverses propriétés biologiques des 
acides gras classés comme essentiels ou d’acides chimiquement 
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voisins. Ceci a amené quelques confusions rectifiées par la discussion 
générale de Sinclair qui a exposé l’ensemble de ces propriétés biolo- 
giques dont les effets s’intriquent. La majeure partie des exposés el 
des discussions est consacrée au probléme d’actualité : rapports entre 
les acides gras non saturés, le métabolisme du cholestérol et les 
maladies vasculaires, artériosclérose et thrombose coronaire. L’exis- 
tence de ces relations est confirmée d’une maniére indéniable, mais 
les opinions sont partagées lorsqu’on cherche & préciser le mécanisme 
de ces interactions : pour les uns, l’acide linoléique, ou d’autres acides 
apparentés, intervient dans le mécanisme de synthése du cholestérol, 
pour les autres, i] joue un réle dans 1’élimination de ce composé ; 
tous les auteurs ne sont pas convaincus que le cholestérol sanguin est 
« mauvais » en lui-méme et que l’administration aux malades de 
certaines huiles qui provoquent une baisse de la cholestérolémie, cons- 
titue, de ce fait, une thérapeutique efficace. Le probleme est certai- 
nement plus complexe qu’on ne l’avait supposé lors des premictres 
observations. 

La publication des discussions suivant chaque exposé et des huit 
discussions générales qui servent de conclusion 4 cette conférence est 
particuliérement instructive. Elle permet au lecteur qui n’a pas assisté 
x cette réunion de bénéficier de ces échanges de vue si féconds, en lui 
faisant connaitre ce qui a été dit et que souvent on n’imprime pas. 


M. F, 


M. J. Pelczar Jr. et R. D. Reid. — Microbiology. 1 vol., 564 p. McGraw- 
Hill Book Company éd., New-York, Toronto, London, 1958. Prix : 
62 shillings. 


Ce livre, destiné aux étudiants, leur expose de facon trés didactique 
les principaux problémes de Ja microbiologie. I] constitue une excel- 
lente introduction & l'étude de cette science A laquelle les auteurs 
essaient d’intéresser les éléves en leur donnant le désir d’approfondir 
les notions de base exposées dans ce livre. La microbiologie y est envi- 
sagée dans son ensemble et les tétes de chapitres sont : 

1° Généralités sur la vie microbienne et historique ; 2° Caractéris- 
tiques des bactéries comme prototypes de tous les microorganismes 
(nomenclature, morphologie, reproduction et croissance, enzymes, modi- 
fications, mutations et génétique...) ; 3° Les caractéristiques et 
Vimportance des microorganismes autres que les bactéries (champi- 
gnons, levures, virus, rickettsies, protozoaires, algues) ; 4° Le contrdéle 
des microorganismes (agents physiques, chimiques, antibiotiques...) ; 
5° Microorganismes et maladies ; 6° Microbiologie appliquée (eau, air, 
lait, aliments, sol, microbiologie industrielle...). 

De nombreux graphiques et d’excellentes photographies rendent la 
lecture de ce livre attrayante. Chaque chapitre est complété par 
quelques références cruciales et par des questions auxquelles il est 
demandé a l’étudiant de réfléchir. Ce livre de 564 pages, dont la pré- 
sentation est excellente, comporte un glossaire des termes bactério- 
logiques. 


ISL. 
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R. R. Race et R. Sanger. — Blood groups in man, 3° édition. Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1958. Prix : 42 shillings. 


Depuis la deuxiéme édition de cet ouvrage en 1954, de nombreuses 
découvertes sont venues enrichir et compliquer le domaine des groupes 
Sanguins, & tel point que méme les spécialistes ne peuvent étre au 
courant de tous ces phénoménes et seuls quelques-uns peuvent recon- 
naitre l’importance de chacun des antigénes ou particularités signa- 
Iées. Im gardant le plan primitif de l’ouvrage, mais en éliminant un 
certain nombre de données anciennes, les auteurs ont pu incorporer 
toutes les acquisitions récentes, tout en gardant A l’ouvrage toute sa 
clarté. Il y est trés aisé pour le lecteur de se retrouver dans le dédale 
des différents systtmes antigéniques, dont l’un des plus compliqués 
semble étre le systeme ABO et le systéme sécréteur, avec les anti- 
génes X et x, y et les différentes variantes, ainsi que de nombreux 
antigénes récemment découverts Me, Ms, S‘, y et G. 

Le chapitre d’identification des anticorps, 1’étude des problémes de 
filiation ou des rapports entre groupes sanguins et maladies, a pris 
une importance notable, ainsi que 1’étude des relations entre groupes 
sanguins et d’autres caractéres génétiquement détermin¢s. 

I] est superflu de dire que cet ouvrage est indispensable 4 tous ceux 
qui s’occupent des problémes concernant les groupes sanguins. 


A. E. 


Norman F. Morris ect J. C. McClure Browne. — A Symposium on non- 
toraemic hypertension in pregnancy. J. et A. Churchill, édit., 
Londres, 1958. Prix : 35 shillings. 


Le probleme de l’hypertension, au cours de la grossesse, a été l’objet 
d@interprétations divergentes. C’est pourquoi un certain nombre de 
spécialistes ont été réunis en un Colloque a 1|’Institut d’Obstétrique 
ei de Gynécologie, 4 Londres, en juillet 1957. Chacun des aspects des 
relations entre |’hypertension et la gestation a été l’objet d’une discus- 
sion extrémement concise ; ainsi l’aspect génétique, 1’état fonctionnel 
des artérioles, les lésions précoces, ie retentissement sur |’évolution de 
la grossesse, les décisions thérapeutiques 4a prendre et le pronostic 
lointain ont, été discutés. Cette mise au point montre que de nombreux 


problémes sont encore en suspens. 
A. 


Lectures on the scientific basis of medicine, Vol. VI, 1956-1957, Uni- 
versity of London, The Athlone Press, 1958. Prix : 45 shillings. 


Ce sixiéme volume contient 21 conférences organisées par la Fédé- 
ration Britannique d’Enseignement Médical post-universitaire pendant 
Vannée 1956-1957. Elles permettent aux lecteurs de se faire une opinion 
sur l’état des recherches dans différents domaines. Chacune de ces 
conférences a été effectuée par un spécialiste de la question. Parmi 
les sujets qui intéressent les microbiologistes et les immunologistes, 
citons : la transplantation d’organes (Demster), usage des matiéres 
plastiques dans la chirurgie vasculaire, le principe des appareils coeur- 
poumons, la poliomyélite, la résistance des staphylocoques aux anti- 
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biotiques, le réle du systeme endocrinien dans le cancer du poumon, 
la sythése et la dégradation des polyosides, le métabolisme de l’acétyl- 
choline dans le systéme nerveux, le microscope électronique en viro- 
logie. 
Ainsi, chacune de ces conférences donne un apercu trés précieux de 
l’évolution des différents chapitres traités. r 
A. E. 


N. Ogata. — Rickettsia Tsutsugamushi, 167 pages. 


Cet ouvrage comprend trois parties, la premiére est constituée par 
cinq planches représentant les principaux faits concernant cette 
rickeftsiose, découverte par l’auteur, ainsi qu’un résumé en langue 
allemande. La deuxiéme partie, une centaines de pages, est en langue 
japonaise. La troisitme partie, de 56 pages, représente la bibliographie 
sur cette question. 

Dans le résumé en langue allemande, l’auteur donne quelques pré- 
cisions sur sa technique de recherche notamment par inoculaticn du 
prélévement dans le testicule du lapin qui réalise par passages suc- 
cessifs une augmentation de la virulence. L’affection est actuellement 
facile & traiter par Jes antibiotiques : auréomycine, terramycine, chloro- 
mycétine, mais le malade ainsi traité est sensible 4 la réinfection, 
alors que celui qui a guéri naturellement reste immunisé pendant 
une dizaine d’années. 

Ag aire 


L. Young et G. A. Maw. — The metabolism of sulphur compounds. 
Methuen et C°, édit., Londres, et J. Wiley and Sons, Inc., New- 
York, 1958, 180 pages. Prix : 16 shillings. 


Ce petit ouvrage concerne le métabolisme des divers composés sou- 
frés organiques et minéraux chez les animaux supérieurs et les micro- 
organismes. Les auteurs passent en revue les dérivés thiols et 
disulfures, les thioéhers, les composés sulfonium, les sulfoxydes et les 
sulfones, ainsi que les acides sulfoniques et les esters d’acide sulfu- 
rique ; les composés minéraux sont également traités succinctement. 
Les composés tels que la cystéine et la cystine, l’homocystéine, la 
méthionine, le glutathion et la taurine sont traités avec plus de 
détails. 

L’ouvrage se termine par un chapitre relatif au métabolisme des 
dérivés soufrés par les microorganismes ; quelques pages sont réservées 
aux hbactéries autotrophes qui utilisent les composés soufrés comme 
source d’énergie. 
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(Institut de Médecine Tropicale de Lisbonne) 


Il y a bien longtemps, en 1917, j’ai décrit dans le British 
medical Journal (29 décembre), avec la collaboration du D* Frank 
Ek. Taylor, une série de méthodes microbiologiques pour la 
recherche et lVidentification d’un assez grand nombre de sucres 
et autres glucides Fehling-réducteurs ou non Fehling-réducteurs. 
Jusqu’a cette époque, le glucose était la seule substance pour 
Videntification de laquelle on employait une méthode mycolo- 
eique : la fermentation par la levure de boulanger (levure de 
biére) était considérée comme spécifique pour ce sucre. Il est 
intéressant de noter que cette opinion, bien qu’erronée, se trouve 
encore dans plusieurs ouvrages modernes de biochimie médicale. 
La levure de boulanger, en effet, fait fermenter non seulement 
le glucose, mais encore constamment le lévulose et le mannose, 


(*) Manuscrit recu le 15 octobre 1958. 


Annales de VUInstitut Pasteur, 96, n° 3, 1959. iy 
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presque constamment le maltose, souvent le galactose et le 
saccharose, et occasionnellement le lactose. 

Xécemment, un biochimiste bien connu m’a_ conseillé de 
reprendre l’étude du sujet dans le but de rendre moins labo- 
rieuses et plus praliques mes anciennes méthodes. 

S’il est vrai que la chromatographie, si simple, a rendu inu- 
tiles beaucoup de mes anciens procédés, il ne faut pas oublier 
cependant que, comme I’a écrit si justement Anne-Marie Staub, 
Videntification définitive d’un sucre ne peut pas se faire sur la 
seule valeur d’un R,, ou par Vutilisation des révélateurs. 

Dans la présente nole, ie me limiterai a traiter briévement 
de la détermination mycologique du saccharose, glucide non 
réducteur. J’emploie le terme mycologique sensu lato pour indi- 
quer non seulement l'emploi des champignons, mais encore celui 
des bactéries. 


M&ETHODE RECOMMANDEE. 


La méthode la plus simple et la plus pratique est la suivante 
Gl s’agit en réalité d’une méthode chimico-mycologique) : 

La substance a déterminer, en solution, est éprouvée avec le 
Fehling ou le Benedict. Si la réaction est positive, la substance 
ne peut pas étre du saccharose puisque ce sucre est non réduc- 
teur, et il est alors inutile de continuer J’investigation. Si la 
substance est non réductrice, on en prépare une solution a 
1 p. 100 dans de l’eau peptonée comme on en trouve dans tous 
les laboratoires de bactériologie (n’employer jamais du bouillon 
de viande qui peut contenir des traces de glucose). La solution, 
apres stérilisation (une ébullition d’une demi-minute est suffisante 
en pratique et n’altere pas la structure des glucides usuels) est 
placée dans un saccharimetre stérilisé ou dans un simple tube 
de verre stérile, contenant de préférence un petit tube de Durham 
pour capter le gaz. On ensemence avee Candida tropicalis, et le 
saccharimétre, ou le tube, est placé a l’étuve A 35°-87° C. S’il 
ya fermentation, on peul conclure que la substance est trés pro- 
bablement du saccharose. Pourquoi? L’explication se ht faci- 
jement sur le tableau des propriétés fermentaires des champignons 
et bactéries employés dans mes méthodes. 

Parmi les trés nombreuses substances étudiées: glucides, 
alcools, etc. (les substances mentionnées sur le tableau ne repré- 
sentent qu'une fraction d’entre elles), seuls le glucose, le lévulose, 
le mannose, le maltose, le galactose, le saccharose fermentent 
avec formation de gaz sous l’influence de C. tropicalis souche A. 
Une substance ayant été fermentée par ce champignon doit done 
ctre ou du glucose, ou du lévulose, ou du mannose, ou du mal- 
tose, ou du galactose ou du saccharose. Mais si elle avait été 
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du glucose, du lévulose, du mannose, du maltose, du galactose, 
elle aurait réduit le Fehling et le Benedict. Il ne reste pratique- 
ment qu'une seule possibilité : il s’agit de saccharose. Ce rai- 
sonnement peut ¢tre résumé par la formule mycologique, ou plus 
exactement chimico-mycologique, suivante : 


Saccharose : 
Fehilime, Benedict mim. cii ce tele tat eeetnee eee 0 
COMRGIAG: UROPVEGLUS = aropne apes teeters Rete -tal eee te Serer ee oe + 


En employant des saccharimétres gradués, on peut développer 
des méthodes quantitatives. 


MirHoDE STRICTEMENT MYCOLOGIQUE. 


La méthode que j’ai recommandée est en réalité une méthode 
chimico-mycologique. S’il l’on désire avoir recours 4 des méthodes 
mycologiques sensu stricto il y en a plusieurs. J’en mentionnerai 
deux. 

1° Une solution 4 1 p. 100 de la substance a déterminer est 
préparée en eau peptonée et apres stérilisation (ébullition d’une 
demi-minute) est distribuée en deux saccharimétres, ou deux 
tubes, contenant chacun un petit tube de Durham. Le sacchavi- 
métre ou le tube n° 1 est ensemencé avec Candida tropicalis, et 
Je saccharimétre ou le tube n® 2 avec Salmonella schottmuellert. 
On les place a l’étuve a 35-37° C. S’il y a fermentation avec 
C. tropicalis et pas de fermentation avec S. schottmuelleri, on 
peut conclure que selon toute probabilité, il s’agit de saccharose. 
On en trouve l’explication sur le tableau des fermentations. 

Candida tropicalis produit une fermentation gazeuse seulement 
dans le glucose, le lévulose, le mannose, le maltose, le galactose, 
le saccharose. Notre substance ayant été fermentée par ce cham- 
pignon doit done étre l’un de ces six glucides. Mais si elle était du 
glucose, du lévulose, du mannose, du maltose ou du galactose, 
elle aurait été fermentée aussi par S. schottmuelleri. Il reste 
done une seule possibilté : ce doit étre du saccharose. 


Saccharose : 
CUTICOEE OMS “sog08 ho tke dee 66 bbooaoeb bons Aue + 
SUMO Lelii; SCMOUNRDONGR oocSen seo ssacceennsousaewas 0 


2° Une portion de la solution de la substance est ensemencée 
avec Escherichia coli var. communior (souche Q) et une autre 
portion avec Escherichia coli var. communis (souche C). S’il 
y a fermentation avec communior et non avec communis, il s’agit 
de saccharose. La raison en est que les deux souches atlaquent 
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les mémes substances a l’exception du saccharose, qui est fer- 
menté par communior (souche Q) et non par communis (souche C). 
Saccharose : 


Escherichia coli communior (souche Q) .............. 
Escherichia coli communis (souche C) .............. 


O+ 


RECHERCHE ET IDENTIFICATION DU SACCHAROSE DANS UN MELANGE 
CONTENANT UN OU PLUSIEURS SUCRES REDUCTEURS SUIVANTS : 
GLUCOSE, LEVULOSE, MANNOSE, MALTOSE, GALACTOSE. 


La solution du mélange (elle est Fehling et Benedict positive) 
est inoculée avec Escherichia coli communis (souche C), qui ne 
touche pas le saccharose tandis qu’elle fermente les sucres réduc- 
teurs mentionnés (et de nombreuses autres substances). Si aprés 
épuisement complet par cette souche le liquide est fermentescible 
par Candida tropicalis, on peut conclure que le mélange contenait 
du saccharose, 

Explication. — Le liquide ayant été épuisé complétement par 
Escherichia coli var. communis ne conliendra plus aucun des 
sucres réducteur mentionnés, et il sera Fehling et Benedict 
négalif. Si ce liquide est capable d’étre fermenté par Candida 
tropicalis, cela indique la présence de saccharose puisque, en 
pratique, le saccharose est la seule substance fermentescible par 
Candida tropicalis & part le glucose, ]lévulose, mannose, maltose, 
galactose (voir tableau des fermentations). 


CONCLUSION. 


Le saccharose peut étre facilement déterminé par des méthodes 
mycologiques. Le procédé le plus simple, si l’on sait au préa- 
lable que la substance a identifier est non réductrice, est l’emploi 
du champignon Candida tropicalis (souche A). En pratique, toute 
substance non réductrice capable d’étre fermentée par Candida 
tropicalis est du saccharose, autrement dit le champignon Can- 
dida tropicalis est spécifique pour le saccharose, parmi les sub- 
stances non réductrices. 


SUMMARY 


MycoLoGIC DETECTION AND IDENTIFICATION OF SACCHAROSE, 
A NON-REDUCING GLUCIDE. 
A runcus (Candida tropicalis CASTELLANI) WHICH CAN BE CONSIDERED 
SPECIFIC FOR THE DETERMINATION OF THIS GLUCIDE 
IF THE SUBSTANCE TO BE DETERMINED IS NON-REDUCING. 


Saccharose can easily be identified by means of mycological 
methods. When the substance to identify is known to be non- 
reducing, the simplest technique is to use Candida tropicalis Cas- 
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tellani (strain A). Practically, any non-reducing substance which 
can be fermentated by Candida tropicalis is saccharose, or, in 
other words, Candida tropicalis has a specific fermentative acti- 
vity toward saccharose, among the non-reducing substances. 


* 
xk 


Je serai heureux d’envoyer des cultures de Candida tropicalis 
(souche A) et des autres champignons et bactéries, mentionnés 
dans le tableau, aux travailleurs de laboratoire qui le désireraient. 
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ADDENDUM 


IDENTIFICATION MYCOLOGIQUE DE L INULINE. 


Il sera peut-étre opportun de dire quelques mots sur la déter- 
mination mycologique d’une autre substance non _ réductrice, 
Vinuline, son emploi dans le « Clearance Test » pour mesurer la 
filtration glomérulaire ayant provoqué un vif intérét. 

Dans oh Journal of Biochemistry (1922, 46, 655-658) j’ai publié, 
avec le D' F. E. Taylor, plusieurs méthodes mycologiques et 
chimico-mycologiques mises au point par moi pour l’identifica- 
tion de cette substance. Récemment, je les ai modifiées et simpli- 
fiées. Je me bornerai 4 décrire briévement l’une d’elles, stricte- 
ment mycologique, et la plus simple. 

On fait une solution a 1 p. 100 dans de l’eau peptonée de la 
substance 4 déterminer et, aprés stérilisation (ébullition une demi- 
minute), on la répartit dans deux saccharimétres ou deux tubes 
stérilisés contenant chacun un petit tube de Durham. Le saccha- 
rimétre ou le tube n° 1 est ensemencé avec Candida macedo- 
niensis (souche A), et le saccharimétre ou tube n° 2, avec Candida 
tropicalis (souche A). On les place a l’étuve 4 35°-87°. S’il y a 
fermentation avec production de gaz avec C. macedoniensis et non 
avec C. tropicalis, on peut conclure que, selon toute probabilité, 
il s’agit de l’inuline. L’explication se lit facilement sur le tableau 
des fermentations. C. macedoniensis provoque la fermentation 
gazeuse des glucose, lévulose, mannose, galactose, saccharose 
et inuline seulement. Notre substance ayant ¢té fermentée par ce 
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champignon doit done étre l’un de ces glucides. Mais si elle était 
du glucose, du lévulose, du mannose, du galactose ou du saccha- 
rose, elle aurait élé fermentée aussi par C. tropicalis. Il reste 
une seule possibilité : ce doit étre de l’inuline. 


Inuline : 
Candirdesmacedarcensisme as re ee oe eae ee ae 
COMCHOG: RO CUCHHS coonscenohnsedandosnnucnanoucovosus 0 


Identification de Vinuline dans un mélange contenant une ou 
plusieurs des substances suivantes : glucose, lévulose, mannose, 
maltose, galactose, lactose, arabinose, rhamnose, xylose, saccha- 
rose, raffinose, glycérol, dulcitol, mannitol, sorbitol, salicine. — 
Le mélange en solution est inoculé, suivant la technique déja 
décrite, avec Escherichia coli var. communior souche Q. Si, aprés 
épuisement par cette bactérie, le liquide est encore fermentescible 
par C, macedoniensis, on peut conclure que le mélange contenait 
de l’inuline. L’explication est donnée par le tableau des fermen- 
tations. Naturellement il faut prendre la précaution d’employer 
des souches d’E. coli var. communior et de C. macedoniensis qui 
ont & peu pres le méme pouvoir fermentaire. 

Inulinurie. — ‘L’inulinurie spontanée n’existe pas, mais quand 
on fait un «Inulin Clearance Test», Vinuline apparait dans 
Purine. Si lurine est fermentescible par C. macedoniensis et non 
fermentescible par C. tropicalis, ceci indique la présence d’inuline. 


Technique : 16 cm’ d’urine sont placés dans un tube ; il est avanta- 
geux d’y ajouter 4 4.8 cm*® d’eau peptonée pour faciliter le dévelop- 
pement des microorganismes. Aprés ébullition d’une demi-minute on 
répartit le liquide dans deux saccharimétres ou deux tubes avec petit 
tube de Durham. Le saccharimétre ou tube n° 1 est ensemencé avec 
C. macedoniensis, le saccharimétre ou tube n° 2, avec C. tropicalis. 
On les place A Vétuve 4 35°-37°. S’il se produit une fermentation avec 
gaz dans le tube n° 1 et pas de fermentation dans Je tube n° 2, on 
peut conclure que, selon toute probabilité, Vurine contenait de |’inu- 
line. En employant des saccharimétres gradués, on peut mettre au 
point des méthodes quantitatives. 


ConcLtusion. — En pratique, on peut affirmer que toute sub- 
stance fermentescible par C. macedoniensis et non par C. tropt- 
calis est de Vinuline. 


DONNEES EXPERIMENTALES 
SUR LA PHENYRACILLINE ET SON ASSOCIATION 
AVEC LA DIHYDROSTREPTOMYCINE 


par Ay LWTZ (%). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie, Strasbourg 
[Directeur : D? A. Lurz]) 


Ce travail expérimental a pour but de rechercher, d’une part, 
la place du dipénicillinate de 2,5-diphénylpipérazine ou phényra- 
cilline 

i 
NG 
2,5-diphénylpipérazine 
Calls XZ 


dans le groupe des pénicillines-retard ot elle a été rangée par 
Nominé et ses collaborateurs [4] et, d’autre part, l’intérét de son 
association avec la dihydrostreptomycine. 


MirrHopE EXPERIMENTALE. 


Nos expériences ont été faites sur des chiens d’une méme 
famille pesant entre 24 et 26 kg. Les titrages des pénicillinémies 
ont été effectués d’aprés la méthode de diffusion de Penau et 
collaborateurs [2]. Les lectures, facilitées par Jlutilisation de 
chlorhydrate de 2-3 triphényl tétrazolium, réactif utilisé par Pratt 
et Dufrenoy [8] dans ]’étude cytochimique de la méthode de 
Heatley, ont été faites avec un imagiscope. 

Pour les dosages de la dihydrostreptomycine nous avons utilisé 
Ja méthode des dilutions de Sureau et Chabbert [4], que nous 
avons modifiée en tenant compte du facteur sérum de chien dans 
la gamme témoin dans chaque cas. Les taux bactériostatiques de 
la souche de staphylocoques d’Oxford, utilisée dans nos titrages, 
ont été recherchés aprés ensemencements identiques ; ils sont de 
0,004 »g/ml pour la pénicilline et 0,15 yg/ml pour la dihydro- 
streptomycine (lecture faite aprés dix-huit heures a 37°). 


(*)Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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R&ESULTATS. 


1° Dans une premiére partie de ce travail nous avons recherché 
les taux de penicillinémie apres injection de phényracilline, com- 
paralivement & ceux obtenus aprés administration de pénicillinate 
de sodium et de dipénicillinate de N N’ dibenzyléthylénediamine 
ou benzathine pénicilline. 

Dans tous les cas ces produits ont été administrés aux chiens 
par vole intramusculaire a raison de 300000 unités dans 3 ml 
de soluté chloruré isotonique a 9 p. 1 000. 

Notons que les injections de la phényracilline ont été trés bien 
tolérées. 

Voici les pénicillinémies observées en U. O. par millilitre de 
sérum jusqu’a soixante-douze heures aprés l’injection (tableau I). 


Tasteau I. — Heures de prélévement aprés l'injection. Taux en U. 
Oxford au cours du temps. 


Se/ injecté 1H.| BH. 64| &H.| 10H] 15H] 244 ae 
ndo- 


Sel ce ear falas 097 Saeuc 0, |o36| 0%|a08 | = aca4 
oo I 

Aiphény/ Chien |0,95 0,72 063) 0 9,14) 0,77) 0,08 \0/ 08 

pipcrazinechen | [ase lovsfo] | [asofacqom4 [ore] oor 


0,73 06 |0,57 non Cilrée 


ee i e cal Tooleol lea 


Ce tableau met en évidence Jes faits suivants : 


a) '‘L’examen des taux de pénicilline obtenus aprés injection de 
quantités égales de pénicillinate de sodium d’une part et de sel 
2-5 diphénylpipérazine de la pénicilline G, montre que ce dernier 
corps représente bien une forme retard ; 

b) Cette nouvelle forme retard donne des taux de pénicilline 
significatifs jusqu’a soixante-douze heures aprés injection. 

c) Elle permet de maintenir, pendant les vingt-quatre premiéres 
heures aprés son injection, des concentrations sanguines relative- 
ment élevées et en particulier trés supérieures a celles obtenues 
aprés injection d’une quantité équivalente de pénicilline active, 
de son sel de N N’-dibenzyléthyléne diamine ou benzathine péni- 
cilline. 

Les courbes ci-jointes mettent en évidence ces données. 


lene diamine 
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Nolons par ailleurs que cette supériorité a été retrouvee égale- 
ment par rapport au pénicillinate de procaine par Csermely [5], 
Nominé [4], Marson [6} et Beerens [7] et leurs collaborateurs. 

2° Sur Vassociation : phényracilline-dihydrostreptomycine. — 
Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avons recherché 


J, OxYord Im] setuem. 


XS 


cS 


Phenyraci&ine City) 


es racine (mm) 


: LID. 


Heuces. 


Tasreau II. 


STREPTOMYCINEMIES enftg|ml serum 


alse] 3] oe eo] 


LA PHENYRACILLINE 263 


l’action bactéricide de V’association phényracilline-dihydrostrepto- 
mycine, par rapport A chacun des constituants envisagés seuls. 
Avant de rechercher celte action sur le staphylocoque d’Oxford, 
hous avons injecté 4 quatre chiens 300 000 pe de dihydrostrepto- 
mycine par voie intramusculaire, pour connaitre les taux de strep- 


Pgtl md] Sécum (DHS). 


er wipe mM oe + ec -0 


_— 


ING, 22 


tomycinémies associés a ceux de phényracilline dans la recherche 
du type de synergie. wae . 
Le tableau II résume les taux de streptomycinémies observés 
au cours du temps. 
Reproduisons les résultats obtenus sur trois chiens sur un 
graphique (fig. 2). 
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Connaissant les taux moyens de phényracilline et de dihydro- 
streplomycine, nous avons ¢étudié l’action conjuguée de ces deux 
antibiotiques pendant les dix premieres heures, par rapport a celle 
de chacun d’entre eux, en recherchant le nombre des staphylo- 
coques survivants. Nous avons recueilli du sang a plusieurs 
reprises, aprés injection d’une ou des deux substances a plusieurs 
chiens, et recherché l’action de ces antibiotiques seuls ou associés, 
soit en sérum pur, soit dans le mélange a parties égales de sérum 
et de bouillon a pH 7,2-7,3, aprés ensemencement aussi homogene 
que possible et apres des durées de contact variées. 

Voici quelques résultats obtenus dans une premiére expérience, 
destinée a rechercher l’action bactéricide des sérums prélevés 
chez un chien ayant recu 300 000 U. O. de phényracilline, compa- 
rativement a celle des sérums d’un chien recevant 300 000 U. O. 
de phényracilline et 300000 U. (ug) de DHS. Aprés des durées 
de contact plus ou moins prolongées nous avons prélevé des 
quantités identiques (0,2 ml) de chaque tube et effectué les numé- 
rations des germes survivants sur plaques de gélose nutritive. 
Les lectures ont été faites aprés quarante-huit heures (tableau III). 


Tasceau Iff. — Nombre de germes/ml. 


HEURES DE PRELEVEMENTS Des 


SERPUMS APRES L'/NJECTION D'BNTB/OTIQUR 


12.800 


10 56406 


phenyraciline 


Sérum phenyra- 
cline (partie) 
Si 


Bouillon (1porke) 


Serum 


phen ry racine 
eé 


IOVS laf Sh 


Serum phenyreci Inet 
D.H.S (tparte) 
t- 
Bou Son (tparke) 


Ce tableau met bien en évidence : 
a) Une nette supériorité de l’association sur la phényracilline 
seule, qui se manifeste sous la forme d’une forte synergie entre 
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la phényracilline et la streptomycine au cours des dix premiéres 
heures apres. linjection ; < 

b) L’action conjuguée du sérum et des antibiotiques dans les 
conditions de notre expérience. 

Dans une deuxiéme expérience nous avons étudié l’action bacté- 
ricide de sérums, contenant, d’une part, de la DHS seule et, 
d’autre part, de la DHS et de la phényracilline. Dans cette expé- 
rience nous avons ensemencé dans une premiére série de tubes : 
148 012 900 germes/ml, et dans la deuxiéme série dix fois moins : 
14 801 290 germes/ml. 


Tisrziu IV. — Nombre de germes/ml. Temps de prélévement 
des sérums. 


5400 


172.800 


Sérum -D.H.S. > 10° 


> 10° 


pale 


19°-708 


Sérum-D.4.S. : peor 
(1 partie) 

- > 10 | 10°-707| 

Bouillon 

(4paré/e) 


(DHS. + Phenyracilline 
(1 portie) 


~~ 


Bouillon 
i tpartie) 


Les tableaux IV et V résument nos résultats :_ 
A. Ensemencement > 10° germes/ml (tableau IV). 
B. Ensemencement 10’ a 2 x 10’ germes/ml (tableau V). 
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TasLeau Y. 


| 7% |>408 100 72.800| 82.400 | 10°-(20 
36 |>707 
6O 

CaeG 


SY 
408 |>70” 


Sérum-D. H.S. 


105 - (2x 109) 
—i— 


= — 


14 


Sérum-D.H.S.\ 36 | o 13.000 |70%-707\ > 707 >7074 
Li = 
ee i 60 O | 28760 GOLD YO Se 
Bouillon 8¥ 25.600 SS Hae | Ss a > 707 
(1partie) | = 


So on” 


Sérum 


(Zo. AS +Phényracilline) 


Sérum 
0.4.8. +Phenyrociline) 
(4 partie) 


- 
Bourlon 
(7 partre) 


VSS) RS ey Woy [EO Ike Sy [MG Ly | oy | 


Ces tableaux montrent que : 

a) Il y a une synergie entre la dihydrostreptomycine et la phény- 
racilline ; cette synergie se manifeste sous forme d’une véritable 
potentialisation durant tout le temps de l’expérience. 

b) Cette synergie est de plus en plus manifeste au fur et a 
mesure que la durée de contact augmente. 


CoNCLUSION. 


Ce travail met en évidence les faits suivants : 

a) La phényracilline, trés bien tolérée par le chien, se présente 
comme une pénicilline-retard, qui assure pendant les vingt-quatre 
premicres heures des concentrations sanguines trés supérieures 
i celles du sel de la N N’-dibenzyléthylénediamine avec la péni- 
cilline (benzathine pénicilline) ; 
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b) Injectée & doses égales (800 000 unités) avec la dihydrostrep- 
tomycine elle agit avec cet antibiotique en synergie avec poten- 
uialisation des effets pendant les dix heures qui suivent |’injection 
et dans les conditions de notre expérience. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL DATA ON PHENYRACILLIN 
AND ITS ASSOCIATION WITH DIHYDROSTREPTOMYCIN. 


The following facts have been demonstrated : 

a) Phenyracillin is quite well tolerated by dogs. It behaves 
like a penicillin endowed with protracted activity, inducing during 
the first 24 hours much higher blood concentrations than those 
obtained with benzathine-penicillin. 

b) When associated with the same doses of dihydrostreptomycin 
(300 000 U.), it exercises a synergic effect and enhances the action 
of dihydrostreptomycin during the 10 hours following injection. 
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SUR LE POUVOIR PATHOGENE 
DE CERTAINES SOUCHES DE VIBRIONS 
HABITUELLEMENT CONSIDERES COMME SAPROPHYTES 


par H. JACOTOD, Jo LEVADITT et A. VALLEE (*) 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale 
et Service d’ Anatomie Pathologique) 


Plusieurs fois, au cours des derniéres années, nous avons isolé, 
en partant d’avortons de vaches, des vibrions aptes a se multi- 
plier abondamment sur les milieux aérobies usuels, comme des 
vibrions saprophytes, mais possédant un pouvoir pathogéne tres 
prononcé pour la femelle gestante de cobaye. Nous rapporterons 
ici les résultats de Pétude que nous avons faite de trois de ces 
souches, 


ORIGINE DES SOUCHES. 


Souche B2 (Yonne), obtenue du cerveau d’un foetus de vache 
expulsé apres huit mois et demi de gestation ; dans la méme étable, 
on avait isolé trois semaines avant V. foetus a partir du contenu 
stomacal d’un foetus de 7 mois. Le vibrion B2 est associé A 
E. coli; trois filtrations sur bougie L3 ne permettent pas son 
isolement. On inocule la culture mixte, vibrion et coli, a quatre 
femelles gestantes de cobayes, par vole péritonéale ; l'une meurt 
dans les vingt-quatre heures, les trois autres avortent dans les 
quinze heures ; le vibrion est extrait, a l’état de pureté, de la 
lumiére utérine de l’une de ces derniéres, de la lumiére utérine 
et des foetus d’une autre. 

Souche B4 (Seine-et-Marne), obtenue du testicule d’un foetus de 
vache expulsé aprés sept mois de gestation ; dans la méme étable, 
on avait isolé sept semaines avant V. feetus a partir du cordon 
ombilical d’un foetus de 6 mois. La premiére culture du vibrion B4 
est polluée; un passage sur bougie L3 permet d’obtenir le 
microbe a l'état de pureté. 


(*) Sociélé Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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Souche R (Haute-Saéne), obtenue de tous les viscéres d’un foetus 
de vache expulsé aprés huit mois de gestation ; la premiere culture 
n’est pas pure; on la passe sur bougie 13: le vibrion franchit 
a Pétat de pureté une bougie qui a été maintenue dans le bouillon 
de cullure, pendant quinze heures. 


CARACTERES CULTURAUX ET MORPHOLOGIQUES. 


Les souches B2 et R ont été bien étudiées. Elles se développent 
d’emblée en bouillon et sur eélose ordinaires. En bouillon on 


Fic. 1. — Vibrion B4. Etalements de culture en bouillon. Coloration de Gram. 
A gauche var. non irisée, 4 droite var. irisée. Oc. x 6 phot., Ob. x 50 imm., 
Gr. x 610. 


observe apres vingt-quatre heures des éléments tres mobiles, en 
batonnets dont certains présentent un espace clair aprés colora- 
tion, ou en virgules, en S ouverts, ou encore en spirilles. Sur 
aélose ordinaire une dissociation se produit, qui donne des colo- 
nies irisées a reflets vert pale et des colonies non irisées. Aprés 
étalement et coloration les microbes constituant les colonies irisées 
different quelque peu de ceux des colonies non irisées ; ils sont 
formés pour une part plus importante d’éléments courts, incurvés 
ou en S et pour une part moins importante d’ éléments spiril- 
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laires fins et longs. Dans l’eau de condensation on observe des 
éléments semi-lunaires dont la partie centrale se colore mal et 
qui présentent & chacune de leurs extrémités une granulation se 
colorant fortement. Les repiquages en bouillon gélosé 4 2 p. 1000 
des variétés irisées ef non irisées conduisent 4 des constatations 
analogues (fig. 1). 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. 


Ces microbes possédent en commun avec V. fatus plusieurs 
caractéres fondamentaux : ils ne forment pas d’indole, ne dégagent 
qu’inconstamment de ISH, et ne liquéfient pas la gélatine ; 
mais, contrairement a V. fetus, ils poussent aprés ensemencement 
par piqtre en gélose profonde et se mulliplient en milieu hyper- 
tonique (1). 

PROPRIETES SEROLOGIQUES. 


Des lapins ont été préparés par des inoculations intraveineuses 
en série de suspensions de chacune de ces souches ; leurs sérums 
se sont montrés agglutinants vis-a-vis de l’antigéne correspondant 
a des taux voisins du 1/15000; 6 sur 8 étaient totalement 
dépourvus d’agglulinines vis-a-vis des antigénes préparés avec 
V. foetus, et notamment avec la souche 483 de Florent ; mais 
2 (B2 irisée et B2 non irisée) agglutinaient cet antigéne 4 la dilu- 
tion de 1/120. Ce titre n’a pas de signification en matiére de 
vibriose, mais si faible qu’il soit, 11 ne laisse pas de surprendre 
chez le lapin dont le sérum est toujours totalement inactif au 
départ. 


PouvoIR PATHOGENE POUR LE COBAYE. 


Il est parfaitement caractérisé et s’exerce a l’égard des femelles 
vides aussi bien que des femelles gestantes. 

La variété non trisée de la souche B2 a été inoculée par voie 
péritonéale & 8 femelles gestantes ; elle a déterminé |’avortement 
dans les vingt-quatre heures chez 6 d’entre elles et dans les qua- 
rante-huit heures chez une autre; le vibrion été retrouvé dans 
la lumiére de l’utérus chez 6 de ces femelles. Enfin, une femelle 
non gestante qui avait été inoculée dans les mémes conditions 
est morte dans les quarante huit heures ; le vibrion a été retrouvé 
dans tous les viscéres et dans la lumiére des deux cornes utérines. 

La variélé irisée de la méme souche a été inoculée a 12 cobayes 
gestantes ; 8 sont mortes dans des délais trés courts, inférieurs 
i’ un jour, avant méme que l’expulsion des foetus ait pu s’effec- 


(1) Nos constatations concordent avec celles du D® A. Florent, de 


Uccle - Brucelles, que nous remercions d’avoir bien voulu examiner les 
souches B2 et B4. 
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tuer ; le vibrion a été retrouvé réguliérement dans le foie et dans 
le sang du cceur, et chez plusieurs animaux dans le cerveau, la 
lumiére des cornes utérines ou les foetus. En outre, 4 femelles 
ont avorté dans les vingt-quatre heures et, aprés sacrifice, Je 
vibrion a été retrouvé dans leurs viscéres ainsi que dans Ja 
lumiére ulérine ou les foetus. Enfin, 2 femelles qui n’étaient pas 
en gestation sont mortes dans les vingt-quatre heures ; le vibrion 
a été retrouvé dans les viscéres et dans la lumiere des cornes 
utérines. 

Dans toutes les expériences rapportées ici on a jnoculé 1 em? 
de culture en bouillon g¢losé, avee addition de mucine, selon le 
protocole que nous avons fait connaitre antérieurement, ou sans 
mucine [4]. 


PoUuvoIR PATHOGENE POUR LE LAPIN. 


Nous n’en avons pas fait l’étude méthodique, mais, au cours 
de la préparation des sérums agglutinants, plusieurs des lapins 
qui recevaient les suspensions de ces vibrions sont morts rapi- 
dement avec une vive congestion des viscéres. 


PotvorR PATHOGENE POUR LES PETITS RUMINANTS. 


Nous nous sommes adressés 4 des animaux de ce groupe parce 
que nous disposions de brebis et béliers, chévres et boucs, ani- 
maux qui, dans les conditions naturelles, sont sensibles a la 
vibriose, les premiers surtout. 

La suspension normale de culture sur gélose ordinaire de 
vingt-quatre heures inoculée dans la veine jugulaire aux doses 
de 10 cm? ou de 5 cm’ a entrainé la mort dans 7 cas sur 12 chez 
les brebis et béliers, 2 cas sur 3 chez les chévres et boucs; il 
s’agissait alors de toxi-infections aigués rapidement mortelles, le 
plus souvent en moins de douze heures. Dans les heures suivant 
i inoculation: on a nolé une forte dyspnée et des émissions san- 
glantes a l’anus et 4 la vulve. Les ensemencements effectués 
a partir des prélévements usuels sur les cadavres sont toujours 
restés négatifs. 

Le filtrat sur bougie L3 de culture en bouillon ordinaire de 
quatre jours, injecté dans la veine, a la dose de 25 cm’, a tué 
dans les mémes délais un bélier sur deux; un autre bélier est 
mort dans les mémes conditions, aprés injection de corps micro- 
biens obtenus sur eélose, tués par action du merthiolate, puis 
lavés trois fois dans l’eau physiologique. 

Il parait hors de doute que les vibrions en question sécrétent 
une exotoxine et il est vraisemblable qu’ils élaborent aussi une 
endotoxine, car il est peu probable que les accidents déterminés 
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par les microbes tués et lavés soient dus a une exotoxine non 
libérée. 

Il semblerait, le nombre d’animaux inoculés n’autorisant pas 
une appréciation plus formelle, que la souche B2, plus pathogéne, 
soit douée d’un pouvoir toxique plus élevé que Ja souche B4 et 


Fic. 2. — Brebis 343 inoculée avec une culture sur gélose et morte en douze 
heures: lésions hémorragiques de Jlutérus intéressant notamment les cotylédons. 


que, de cette souche B2, les éléments formant des colonies non 
irisées solent plus toxiques que les autres. 

Les lésions macroscopiques se présentent avec une constance 
remarquable, mais offrent des degrés variables avec |’intensité 
des troubles et la durée de leur évolution. A V’autopsie des ani- 
maux morts dans de courts délais (dix a quinze heures) on note 
les altérations suivantes : épanchement pleural rose plus ou 
moins abondant, parfois coagulé; congestion pulmonaire avec 
ilots de pneumonie et petites hémorragies dans le parenchyme ; 
suffusions sous la pléve pariétale; myocarde décoloré, suffu- 
sions sous le péricarde et sous Vendocarde Je long des piliers 
ventriculaires et & la surface des valvules et des oreillettes, sur- 
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tout dans le cceur gauche ; foie dégénéré et vésicule distendue ; 
splénomégalie avec ramollissement de la pulpe ; reins conges- 
tionnés ; muqueuse vésicale enflammeée, piquetée d’hémorragies ; 
congestion intestinale violente avec pétéchies, dans certaines 
parties du gréle surtout. Il faut signaler enfin des altérations 
utérines parfois intenses ; chez une brebis (n° 343), nous avons 
observé des hémorragies sous-muqueuses multiples coiffant les 
cotylédons dans la partie profonde des cornes, ou formant a leurs 


Fic. 3. — Bouc 353 inoculé avee une culture en bouillon de V. fatus et mort 

en quelques heures. Broncho-pneumonie suraigué cedémateuse et nécrosante avec 

importante polynucléose dans un rameau d’une des veines pulmonaires. Ex. Y. 256. 

-Hémalun-éosine-safran. Oc. x 6, Ob. x 23, Gr. x 200. Ecran Wratten 15 
(Mme QO, Nazimoff et J. Grzelak). 


bases des anneaux ou des croissants, dans le voisinage du col 

(fig. 2). 
Les examens histo-pathologiques ont permis des constatalions 

supplémentaires dont nous donnons ici un exposé global : 


Bélier 346 mort douze heures aprés linoculation intraveineuse de 
5 cm? de culture en bouillon de 24 heures de la souche B2. 

Examen X 2.278. — Poumon: broncho-pneumonie suraigué hémor- 
ragique et suppurée avec exsudat fibrineux bronchique et alvéolaire. 

Foie : cellules hépatiques granuleuses ; hémolyse portale avec mono- 
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cytes et cellules endothéliales desquamées en placards dans la lumiére 
des branches de la veine porte. 

Rein : destruction massive aigué du parenchyme rénal avec hyperémie 
hémorragique interstitielle. Vacuolisation des tubes et nécrose des 
glomérules sont les signes d’une néphrite toxique aigué. 


Bélier 847 mort dix-huit heures aprés l’inoculation intraveineuse de 
25 cm} de filtrat sur bougie L3 de la méme culture. 

Examen X 2.274. — Poumon: petits foyers d’hyperémie hémorra- 
gigque avec alvéolite cedémateuse ; les cellules rétractées & noyaux pyc- 
notiques témoignent d’une action cytotoxique directe. 

Foie : dégénérescence granuleuse des cellules hépatiques avec nécrose 
des cellules de Kiipffer et décollement des endothéliums des capillaires 
sinusoides. 

Rein : extrémement hémorragique avec lésions épithéliales des tubes 
identiques 2 celles relevées chez le bélier 346. Néphrite aigué glomérulo- 
épithéliale de cause toxique évidente. 


La figure 3 montre les lésions pulmonaires d’un bouc (n° 353) mort 
de broncho-pneumonie suraigué, cedémateuse, dix heures aprés ]’inocu- 
lation intraveineuse de 5 cm® de culture en bouillon de la méme 
souche B2 (Examen Y 256). 


Pour terminer cet exposé sommaire d’histo-pathologie, nous 
signalerons deux particularités. La rapidité de l’évolution et la 
gravité des lésions cedémateuses et hémorragiques sont parfois 
telles qu’elles font penser 4 un phénoméne de Reilly (chévre 337). 
D’autre part, chez les sujets qui survivent, la régression des 
accidents pulmonaires peut étre assez lente pour que, macrosco- 
piquement et microscopiquement, les lésions gardent le caractére 
infeclieux aigu pendant plusieurs semaines (brebis 333). 


CONCLUSIONS. 


Certaines souches de vibrions qui possédent les principaux 
caracléres biochimiques de V. foetus, mais qui s’en différencient 
sérologiquement et se développent abondamment en aérobiose 
dans les milieux de culture ordinaires, possédent vis-a-vis du 
cobaye et en particulier de la femelle gestante de cobaye un 
pouvoir pathogéne comparable a celui des souches les plus viru- 
lentes de V. foetus. Cultivées dans les milieux usuels, elles éla- 
borent des substances toxiques capables de tuer en moins de 
douze heures les ovins et les caprins. Aprés inoculation intra- 
veineuse de quelques centimétres cubes, de tels animaux pré- 
sentent presque toujours des lésions intenses de broncho-pneu- 
monie cedémateuse et nécrosante et souvent des altérations 
hémorragiques et dégénératives du rein. Les lésions sont prati- 
a idenliques chez les animaux n’ayant recu que le filtrat 
de culture. 
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Trois notions nous paraissent découler de ces constatations : 

1° L’action pathogéne sur le cobaye ne saurait différencier 
strement de V. feetus certains vibrions considérés habituellement 
comme des microbes saprophytes. 

2° De tels vibrions isolés a plusieurs reprises se révélent d’un 
pouvoir toxigéne puissant. 

3° On est, pour le moins, en droit de se demander si, dans 
les conditions naturelles, ces microbes sont réellement inaptes 
4 déterminer des troubles dans les espéces domesliques. 


SUMMARY 


PATHOGENICITY OF CERTAIN VIBRIO STRAINS, 
USUALLY CONSIDERED AS SAPROPHYTIC. 


Certain Vibrio strains possess the main biochemical properties 
of Vibrio fetus, but are serologically different from it, and grow 
abundantly in usual culture media in aerobic conditions. These 
strains possess for guinea pigs, and particularly pregnant females, 
a pathogenicity as high as that of the most virulent strains of 
Vibrio foetus. In usual media, they excrete toxic substances, 
which kill sheep and goats in less than twelve hours. After intra- 
venous inoculation of a few cubic centimeters, these animals 
almost always show severe lesions of acute broncho-pneumonia, 
and often hemorragic and necrotic kidney and liver alterations. 
The lesions are practically identical in animals only receiving 
culture filtrates. 

Three conclusions can be drawn from these findings : 

1. The pathogenicity for guinea pigs is not sufficient to cons- 
titute a differential character between Vibrio foetus and certain 
Vibrios usually considered as saprophytic. 

2. Such non unfrequently isolated Vibrios are highly toxino- 
genic. 

3. The incapacity of these germs to induce diseases in domestic 
animals is questionable. 
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CROISSANCE ET TOXINOGENESE DIPHTERIQUES 
EN CULTURE AGITEE, SUR MILIEU SYNTHETIQUE 


par M. RAYNAUD, J. ALOUF et R. MANGALO (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Divers auleurs ont obtenu des taux élevés de toxine diphtérique 
en culture agitée (4, 5). Nous avons, il y a quelques années [6), 
étudié les rapports entre la croissance et la toxinogénése du bacille 
diphtérique et montré que, contrairement 4 ce que l’on observe 
avec d’autres toxines, la concentration endocellulaire de toxine 
diphtérique reste toujours trés faible, pratiquement négligeable. 
La toxine est excrétée pendant Ja phase exponentielle de crois- 
sance. Nous avions utilisé pour ces expériences des milieux com- 
plexes [7, 8] ou semi-synthétiques |9, 40}, avec des résultats quali- 
talivement semblables. La toxine apparaissait trés précocement 
dans le milieu de culture. En 1957, Yoneda et Pappenheimer [44] 
ont effectué une étude analogue sur milieu synthétique et sont 
arrivés a des conclusions tres différentes des notres. Ils consi- 
déerent que le bacille diphtérique ne libére que des traces de 
protéine extracellulaire et de toxine pendant la phase exponentielle 
de croissance. Ces auteurs ayant utilisé une souche particuliére 
(souche Yoneda) {44 bis] capable de pousser sur un milieu syn- 
thétique trés simple, on pouvait se demander si la divergence 
entre leurs résultats et les n6étres résultait de ces conditions 
particulicres. 

Nous avons done repris l’étude de ce probléme avec la souche 
Yoneda et un milieu synthétique simple analogue a celui de cet 


auteur [44, 42]. 


MATERIEL ET METHODES. 


La souche utilisée a été obtenue a partir d’une souche que nous 
avait oe le D? Yoneda, que nous sommes heureux de remer- 
cier ici. Celle souche, qui pousse bien sur le milieu de cet auteur, 
poussait a et irrégulierement sur notre milieu ot l’acide gluta- 
mique est utilisé comme source principale d’azote, au liew de 
l'asparagine. La pousse était surtout médiocre en culture agitée. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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Sur le méme milieu en tube droit non agité, il se formait des 
voiles minces. En effectuant des passages alternés d’un voile age 
de 6 4 8 jours sur tube agité, d’un tube agité a une culture non 
agitée, etc., nous avons obtenu finalement une variante qui donnait 
une culture abondante en milieu agité; mais le taux de toxine 
restait faible, 10 Lf/ml au maximum. 

Le faible taux de toxine nous a paru provenir de l’hétérogénéité 
de la souche. Nous avons supposé que le pourcentage de germes 
toxinogénes dans le clone considéré était relativement faible. 

Nous avons alors étalé une série de suspensions obtenues par 
dilution d’une culture en phase exponentielle (culture agitée), 
dilutions telles que 0,5 ml étalé sur une boite de Petri de 11 cm 
de diamétre, donnait naissance A 50-100 colonies. Le milieu 
employé était le milieu synthétique décrit, gélosé et additionné 
de sérum antidiphtérique, de facon a réaliser une concentration 
finale de 10 ‘Lf (d’antitoxine) par muillilitre. Les colonies toxigénes 
s’entourent d’une zone de précipitation, comme l’avait montré 
Ouchterlony dans ses premiéres expériences [43, 414]. 

Nous avons observé que toutes les colonies n’étaient pas toxi- 
génes dans les conditions indiquées (concentration en antitoxine : 
10 Lf/ml). Voici le résultat de quelques expériences : 


re NOMBRE DE COLONIES POURCENTAGE DE 

One ISOLEES COLONIES TOXIGENES 
Nig lGietc ores 105 2H Is 
INO Dee ar era so esesenade here 86 nn 
INOUE a eere ot tenrciesentons 69 llif % 
IN Ss CON eercn aera al aiereyarecyrs i a 
INOS): OR ce OE AG o 58 20 % 


Nous avons alors repiqué systématiquement les colonies les 
plus toxigénes (c’est-a-dire celles qui donnaient lanneau de pré- 
cipitation de plus grand diamétre). A partir d’un des clones 
ainsi isolés, nous avons obtenu une souche qui parait relativement 
stable et donne en culture non agitée 50-60 Lf/ml, en culture 
agitée 30 4 50 Lf/ml, dans les conditions optima. Cette souche 
est dénommée souche « Garches ». Elle est conservée sous forme 
d’une suspension dense en lait stérile, a l'état congelé (— 15°). 

La semence est préparée a partir d’une culture-stock ainsi 
conservée. Le contenu d’un tube, aprés décongélation, est inoculé 
a raison de 1 ml dans un tube contenant 5 ml de milieu synthé- 
lique (tube en T). Les tubes sont placés dans un agitateur bas- 
culant placé dans un bain-marie 4 34° et agités pendant trois 
jours. On ensemence une série de tubes en T (5 ml de milieu), 
chacun avec 0,1 ml de la culture précédente. Le milieu contient 
150 wg de fer ajoutés par litre. On place au bain-marie 4 34° avec 
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agilation pendant vingt-quatre heures. La culture est alors en 
pleine phase exponentielle. On peut aussi utiliser de gros tubes 
en T de 500 ml de capacité, contenant 50 ml de milicu. 

Les germes sont recueillis stérilement par centrifugation 
(4.000 tours/minute) et remis en suspension dans un volume 
approprié de milieu synthétique stérile (sans fer ajouté). 


MILIEU DE CULTURE. 
Le milieu utilisé est voisin de celui décrit par Yoneda [44, 42] et 


a été mis au point par l’un d’entre nous [45]. Sa composition finale 
par litre est reproduite ci-dessous : 


IMaItOSE” <asateiisiaiessseiceoceaooeese tne Mate ose or srane ee eyo eae net eens 18,800. ¢ 
Acide LG}) glutamique.” 2G. -1esie oes entree aero 8,010 ¢ 
DLamethionine: 2 ecrocnccrn eu tomegnes aorta Mey oom rerete 0,400 ¢ 
TicOYSUUME aes cose octyl eee ee ays Runes ear pene aCe ee 0,400 ¢ 
ACide sUCCINIQUe n25.565 nec ee ooenvrema eee eer ae ote ese rier 1,800 ¢ 
Aide Vactiquer s.caoasts sac rdemechiccenees. © castes eit re 1,809 g¢ 
(2) ee en ere Ten iors oui coo Cad cmeibos anob:4 3,060 ¢ 
Po ibs satrein ora ics ats bat tn elatsclne euecets eer ake mi aeet me acres eer 1,140 ¢ 
NH gehts ds soccer ee ee 0,157 g 
(N total : 1,020) 

I Ia oe eC eRe MO rmeman aero Cate as aa RAS aes GN Coons 45,000 meg 
Acidecnicotinique ” oc. tAeraiot eros sureties transite rea areiee 2,300 me 
Bralaniner % genesis Osa eles ek Saree ee ets eT eee 2,300 mg 
Acide: pimeligines Was aiaaiets cress TAR eels Cue CTR ITE Te 0,150 mg 
Thiamine) cigs Se citerns + sean artersateters rete enemies ei opee toot 0,250 mg 
GUUS Baviee eo vetouave ciate cotayere yore shes taver essen ete sekehattcueren cieeerorcies ate Pe are Poke ay pS 
/ Kitt Ce ETO NORCO A OOOO On Gu Lae OVE POE ODOM Sat 1,80 peg 
1 00 e oe eeein een naan elon Pasi ven Rs Oris OO ho rt INAS chs See 0,82 ps 


On le prépare de la facgon suivante (inspirée de la technique de 
Mueller et Miller [416]) : 


Solution 1: 


Acide L(+) glutamique (chlorhydrate recristallisé) ......... 10 g 
DL-methionime:” 21.1. cits eu chistes eae) «eee eee EO eee 0,4 ¢ 
POLK WCBS Pi) 0 tei is clea tere mletere tieteeraer are here eee ene 5,0 ¢ 
Succmate de vsodiumi<o) HO (Merck) gence eet eer 3,0 ¢ 
SO Am, “neubre: (Ra Pie cdtertactenye crete iene ee ee cee LEO 
NaGle UR. Ps) Soot crs aren core eee ee Cen nee ls} 7s 
INCI: Heveniaiiis. poe G) = MAS Caso gocascoo soos ovtonoctoc 1,45 ml 


Dans un Erlenmeyer de 300 ml, contenant 75 ml d’eau_ bidistillée 
chaude (60°-70°), on fait dissoudre les uns aprés les autres les produits 
ci-dessus. On laisse refroidir. On ajuste le pH A 7,8 par addition de 
lessive de soude. Le pH final est mesuré a ]’électrode de verre (il faut 
environ 15 4 17 ml de lessive de soude). Compléter 4 100 ml. 

On Glimine le fer par le procédé classique de Mueller. On ajoute 
pour cela A Ja solution précédente 1,5 ml d’une solution de CaCl,, 
2H,0 (R.P.) & 50 p. 100. On chauffe & l’ébullition douce que lon 
maintient pendant cinq minutes. On laisse reposer et on filtre sur 
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un papier filtre, préalablement lavé avec de l’acide chlorhydrique dilué. 
On ajoute au filtrat clair 0,5 ml de la méme solution de CaCl, et 
on répéte l’opération précédente. 3 
Le fer contenu dans les divers réactifs est ainsi éliminé (95 p. 100 
sont éliminés). 
La solution 1 est concentrée dix fois. On la dilue dix fois lors de 
la préparation du milieu définitif. 
L’élimination du fer se fait mieux et est plus compléte en opérant 
sur des solutions concentrées. 


Solution 2: 


SOMMG Mag THE Oma ec ice ecacister ere ine ner seein e Aen one 22,000 ¢g 
ACIGEM MIC OUIMIGUC a ae atlases sa era ect roto cee a 0,115 ¢ 
TEEN ENG gVe) 0 ert 0 veneer aca creee ea E OR Racreeee nroe 0,15 ¢ 
INGLES Sy orical S DVe(Oiehe care erate ee MOA OIE OURO Oe MA mt oe 0,0075 ¢ 
iMibavatraati ie: Gelete ve) sesket rap ata saci yose Readies naget totes laren acd oie eye Tourer 0,0125 e 
SerGuy, alse) Rolnmcermmay Il gos WO) SocencouadsonosagnaacA 5 ml 
SOWA, Ws) Golmenem ei Uljo, WOW) ssosscecaseonneanoaaee 4 ml 
Ch vince EL ONsolutionl asl py 00 vane irae ere Pct 1,5 ml 
HeiMcoucentre: (redistillé)) ty. seas eeeic see 3 ml 
HBO R Di chishill Cele. erates ects Satins oats ace ere eas q. s. p. 100 ml 


On dissout tous les constituants dans l’eau, sauf l’acide nicotinique 
qui est dissous & part dans 1 ml d’HCl concentré et ajouté au reste. 
La solution se conserve a la glaciére pendant trés longtemps. 


Solution 3: 


N= evstinemmecnistalliscem va )..-cuceael se ofertas esis aera 20 g 
HCl econcentrés redistillies Vy crtese teeter rockers aetarstesetereonee 20 ml 
PESO M1 UTS HUNG Os res svotexcucy one oteseteysteei sieved stoke teicher ratetey eet ip Se Je 100 ml 
Conservation 4 la glacitre au moins six mois. 
Solution 4: 
SCN iN 5 BA Ounces ore cere ee eReRA Ren oct ori Boletos 0,496 g 
TERCILON ALS MRA om) dan, canteen Been Oe Mo Gab mon S aoneGae 100 ml 
IMO DAG B.abanamogonc Se Geng Mamnn ends is OA On on q. s.p. 1000 ml 
Solution 5: 
Mallitosesm ls HeOm(Mercls pearenrrrteitte tei tree mcrae r erate 100 g 
BO Na He 2HHA OM sarcsticcie mie ste siectsiasisiele aida eliatnn vencielessrene GED 4 
HO) -coosacodacucdco coon auds cde naamayarnoummoi Gus. Ds 100 ml 


Dissoudre le phosphate 4 chaud dans 130 ml d’eau. Ajouter le maltose 
par petites fractions jusqu’a dissolution totale. Compléter le volume 
a 200 ml. 

Eliminer le fer: ajouter pour cela 4 ml de solution de CaCl, a 
50 p. 100. Placer 1’Erlenmeyer dans un appareil agitateur-vibreur (appa- 
reil Jouan). Laisser agiter pendant dix minutes. On éyite ainsi le 
chauffage du maltose. Filtrer. Ajuster le pH a 5,0 avec de Vlacide 
chlorhydrique sans fer. Répartir en flacons. Stériliser 4 105° pendant 
quinze minutes. On n’observe aucun brunissement lors de cette stéri- 
lisation. La solution reste 4 peine colorée. L’hydrolyse du maltose est 


négligeable. 
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Le milieu définitif est préparé en mélangeant les diverses solutions 
dans Jes proportions suivantes : 


Soltition! 1 ssw css tee acl eter ee ero racers ire 100 ml 
SO eee eter Ren Sos Sco oO one Sunt Gu oAoION 00s 895 ml 
Solution 2) cycu ties sevotela cuateloe ehuense ooletaystorstetene rel ees eertene 2 ml 
GOVTBLOT widio vara valere total a ove o erie elotctenstedattrl/<tolestetatcr ee tCRA ene (etetetioetciat= 2 ml 
Solution 4 fer g.s. p. taux de fer optimum, ici ...... 150 yg fer/I 


Le pH est voisin de 7,0-7,2. Répartir, Stériliser a 115° pendant 
vingt minutes. Ajouter stérilement au milieu la solution 5  stérile 
(maltose) : 4 ml pour 100 ml de milieu. 

Le phosphate résiduel, apres Glimination des divers précipités, est 


BALLON BACTOGENE BALLON DE REMPLISSAGE 


Preleverrent 


Vie. 1. 


litré par la méthode de Fiske et Subbarow [47]. Exprimé en P, son 
taux est voisin de 1,12 g par litre. 

Le milieu final, avant addition de fer, contient moins de 25 yg de 
fer par litre. 

Le fer est dosé par la méthode de Jackson [48] modifiée par 
Woiwood [49], en utilisant comme complexant l’orthophénanthroline. 

Le taux de Cl—, déterminé par la méthode de Charpentier-Volhard, 
est de 3,0 2 par litre. 

Pour suivre commodément les rapports entre la croissance et la 
toxinogénése, il faut que la croissance ait lieu dans un récipient assez 
vaste, permettant de faire des prélévements fréquents sans risque de 
contamination et sans que le volume total des prélévements entraine 
de modifications importantes du rapport entre la surface et le volume 
de la culture (ce rapport conditionne en effet la vitesse des échanges 
gazeux). Nous avons utilisé le dispositif du ballon tournant dérivé du 
ballon bactogeéne de Monod [20], et que nous avons décrit dans un 
travail antérieur [6]. Le ballon en pyrex a une capacité de 5 1 et 
contient 1 1 de milieu. La vitesse de rotation est de 60 tours/minute. 
L’agitation est trés vive, mais le liquide ne mousse pas (fig. 1). 

Le ballon et ensemble de l’appareil sont placés a la chambre-étuve, 
a 34° + 0,5°. 
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La croissance a été suivie par détermination de la densité optique 
des suspensions microbiennes au photométre Klett-Summerson, avec 
l’écran 54. Pour les suspensions denses, dépassant 200 unités Klett, 
il faut diluer les suspensions, la relation de proportionnalité entre 
VN total bactérien et la densité optique n’étant valable qu’entre 0 et 
200 unités Klett dans le cas du bacille diphtérique. Rappelons que 
100 unités Klett correspondent A une densité optique de 0,200. 

La correspondance entre le taux d’azote bactérien et la mesure de 
densité optique 4 l’appareil de Klett a été établie sur des suspensions 
obtenues par culture (sur le méme milieu) de la souche Yoneda. Les 
germes ont été prélevés 4 divers moments au cours de la phase expo- 
nentielle. Le culot bactérien a été lavé trois fois avec de l’eau physio- 
logique par centrifugation. L’azote total a été titré par la méthode de 
Kjeldahl. 100 unités Klett correspondent A 28 yg N bactérien par milli- 
litre. 

La semence est prélevée comme il a été indiqué (apres vingt-quatre 
heures de culture agitée sur le méme milieu). La quantité de germes 
employée était telle qu’aprés homogénéisation au temps zéro dans le 
ballon tournant, la densité optique initiale (§0) était comprise entre 
40 et 60 unités Klett (moyenne, 14 wg d’N bactérien par millilitre). 

Le taux de fer ajouté était de 150 yg/l. Ce taux est le taux optimum, 
dans les conditions indiquées, pour la toxinogénése. Il a été déterminé 
apres une série d’expériences portant sur des cultures agitées effectuées 
avec des taux variables de fer ajouté (de 0 4 4000 pg de fer). 

La ioxine a été titrée par floculation, selon la technique classique 
de Ramon [24]. On ne peut déceler ainsi qu’une concentration rela- 
tivement élevée de toxine (environ 10 Lf/ml), si bien que la floculation 
ne permet pas de suivre les premiers stades d’apparition de la toxine. 

C’est pourquoi nous avons aussi, dans tous les cas, effectué le titrage 
biologique de cette derniére. 

Nous avons déterminé le nombre de DMR/ml. La DMR est définie 
selon Jensen [22] comme la plus faible dose de toxine qui, injectée 
par voie intradermique au lapin blanc sous le volume de 0,1 ml, 
provoque l’apparition d’une zone érythémateuse de 8 mm, la lecture 
étant faite au bout de quarante-quatre heures. La détermination exacte 
est facilitée par l’injection d’une série de dilutions sous la peau du 
lapin dans la région dorsale, selon la méthode de Jerne [23]. Pour 
chaque détermination, on utilise 10 dilutions environ et on emploie 
2 a 4 lapins. Le chiffre donné correspond 4 la moyenne de ces déter- 
minations. 


La correspondance entre les unilés de floculation et le nombre 
de DMR/ml n’est pas fixe. 

Pour une toxine purifiée, apparemment dépourvue de toxoide, 
nous avons retrouvé la valeur donnée par Jerne: 1 ‘Lf/ml 
= 200 000 DMR/ml. 

(Lorsqu’on examine les toxines prélevées a4 divers stades de la 
croissance, on observe des variations dans la correspondance 
entre le pouvoir floculant et le pouvoir toxique. C’est pourquoi 
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nous n’établirons pas de conversion entre ces deux types d’unités, 
et donnerons les concentrations délerminées expérimentalement 
en Lf/ml et en DMR/ml. 

La floculation a été faite dans tous les cas : 

1° Avec un sérum étalon local (sérum ER) qui a été soigneu- 
sement standardisé vis-a-vis du sérum étalon international de 
floculation. 

Ce sérum, comme tous les sérums commerciaux, est un sérum 
complexe [24, 25]. 

2° Avec un sérum a une zone [24, 25] (sérum 1451 bis) qui ne 
donne de réaction qu’avec la toxine diphtérique purifiée, sans 
présenter de réaction avec les antigénes accessoires. 

Nous n’avons pas trouvé d’écart entre les deux types de déter- 
mination. Ceci indique que (dans le cas qui nous intéresse a tout 


TasLeau JI. 
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8 . % 
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le moins) la floculation mesure bien la concentration de la toxine 
et non celle d’antigénes accessoires. 

L’examen des filltrats par précipitation spécifique en gel 
confirme cette interprétation. 


L’azote protéique soluble total représente l’ensemble des protéines et 
des peptides précipitables par l’acide trichloracétique a 5 p. 100 que les 
germes ont libérés dans le milieu. Il est déterminé sur le liquide 
surnageant obtenu aprés ¢Glimination des germes par centrifugation 
a la centrifugeuse « International » (20000 tours/minute, quinze 


ie E 
2 = 
1ORE 2 < 
Qs: LP toe 
ro) =} = = 
sins zy ra) 
QE a SOQ} © 
n yo 2 
: oe, 
i) TOXINE “in vive > | ac fe 
8 oa ee 71 
Ay) ° a i SS 
lon) A~ Ww 
sir a | 5 
Ae 
7 pee 2°} 5450 
x 44404 
ne 3430-4 
6 
24204 
10} \4 10. 
5) ee eee Le ee ee ee oe ee, ee Ee 
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(Pie, 2 


1ainutes). Aprés addition d’un volume égal d’acide trichloracétique 
4 10 p. 100, on laisse le précipité se former pendant une heure. On 
lave deux fois a l’acide trichloracétique 4 5 p. 100. On dissout le pré- 
cipité dans la soude N/1 et on effectue le transfert et le lavage dans 
les mémes conditions que pour les précipitations quantitatives. L’azote 
total est titré apres kjeldahlisation. L’ammoniaque est distillé dans un 
appareil type Markham modifié. 

L’analyse immunologique de certains surnageants a été effectuée, 
aprés concentration par la méthode de Oudin [26], technique Oakley- 
Fulthorpe [27] et par celle d’Ouchterlony [28]. 

La concentration a été réalisée par ultrafiltration selon Qui- 
gley [28 bis] et Ramshorst [28 ter]. 1 000 ml de milieu ont été ramenés 
ainsi 3 20 ml. Cette technique évite la dénaturation des constituants 
protéiques. 

Huit expériences identiques ont été effectuées. Nous avons résumé 
les résultats de l’une d’entre elles dans le tableau I et la figure 2. 
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Discussion. 


Ces résultats démontrent que, dans les conditions de taux 
optimum de fer pour la toxinogénése (ici, 150 pg de fer par litre), 
la croissance s’effectue selon les lois normales. On observe une 
phase exponentielle nette, durant, avec le type d’inoculum choisi, 
douze heures au moins. Le temps de génération pour Ja souche 
employée est de deux heures quarante-cing minutes. Puis une 
phase de croissance ralentie se manifeste, qui dure douze a seize 
heures, avant que la croissance ne cesse. 

Si on mesure la toxine formée par floculation, on ne trouve de 
loxine qu’a partir de la seiziéme heure et la courbe obtenue, 
extrapolée, ne semble pas passer par J’origine. 

Mais si on détermine la toxine par titrage biologique, beaucoup 
plus sensible, on constate que la toxine est sécrétée dans le milieu 
dés la deuxiéme heure de la croissance. La quantité de toxine 
sécrélée augmente trés vite pendant toute la période de crois- 
sance exponentielle et continue & augmenter pendant la phase de 
croissance ralentie. 

On remarquera que, grace A l’emploi d’un inoculum prélevé 

en phase exponentielle dans un milieu analogue, la période de 
latence est de trés courte durée. 
_ Les expériences de Yoneda et Pappenheimer [44] ont été faites 
dans des conditions différentes. Elles étaient inspirées par l’hypo- 
thése que la toxine ne se produit que lorsque les bactéries se 
développent dans un milieu carencé en fer. La croissance a donc 
été suivie dans un milieu complétement privé de fer, avec un 
inoculum trés important et formé dans un milieu contenant 500 ug 
de fer par litre. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — (1) Filtrat de culture de 8 heures concentré cent fois. (2) Filtrat de 
culture de 10 heures concentré cinquante fois. (3) Filtrat de culture de 18 heures 
concentré vingt fois. (4) Filtrat de culture de 48 heures en excés de fer (4000 yg 
fer/l). Dans chaque tube, la couche inférieure contient du sérum antidiphtérique 
complexe 906 (concentration finale, 100 Lf/ml). La ligne principale visible en 
1 ne correspond pas a la toxine, mais 4 un des antigénes accessoires (protéines P), 
comme Je montre la figure 2. Il existe deux autres lignes, moins visibles sur 
le cliché. Avec un sérum 4 une zone, on n’observe qu’une ligne faible. 


Fic, 2. — §.C.: sérum complexe (906), concentration 100 Lf/ml. S. P.: sérum 

a une zone, concentration 100 Lf/ml. 1, 2, 3, 4 comme sur la figure 1. Le 

filtrat 1 contient un antigéne accessoire, donnant une réaction avec le sérum 

complexe et pas de réaction avec le sérum a une zone. Le filtrat 2 contient un 
antigéne accessoire et une faible quantité de toxine. 
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La culture entre alors trés vite dans une phase de croissance 
ralentie et la phase exponentielle est tres réduite ; d’ot l’absence 
apparente de toxine pendant cette phase, absence qui parait 
confirmée par le fait que la courbe : toxine en fonction du temps, 
extrapolée, ne passe pas par l’origine. 

‘Les conclusions de Yoneda et Pappenheimer ne sont donc 
valables que dans les conditions particuliéres ot se sont placés 
ces auteurs. Nous montrons ici qu’elles n’autorisent pas a étendre 
les conclusions qu’ils ont obtenues au cas général de la crois- 
sance en milieu optimum pour la toxinogénése. Cependant, le 
taux de synthése différentiel de la toxine est plus élevé pendant 
la phase de croissance ralentie que pendant la phase exponen- 
tielle. 


De méme, si l’on examine les chiffres de Mitsuashi et coll. [29] 
et que l’on établisse la courbe de croissance, on constate que 
pendant la phase de croissance exponentielle, le taux de toxine, 
comme dans nos expériences, était inférieur au seuil de détec- 
tion par floculation. On ne peut conclure de ce résultat négatif, 
comme nous le montrons ici, a4 l’absence de synthése de toxine 
diphtérique pendant cette phase. 

La toxine sécrétée dans les premiéres phases de la croissance 
est par ailleurs bien identique, immunologiquement, a la toxine 
trouvée ultérieurement. Pour le vérifier, nous avons, dans des 
expériences paralléles, prélevé de grands volumes de filtrat de 
culture que nous avons concentrés par ultrafiltration. 


CROISSANCE EN UNITES 


CONCE ATIO 
PRELEVEMENTS KLETT AU MOMENT se ie a ie 
a REALISE 
DU PRELEVEMENT 
eee Saheunestar c.ctee as 240 100 
Pe VAY AIT — Golvesse 320 50 
See lL Swheuresastacc ie 1 000 20 


L’ultrafiltrat 1 concentré cént fois donne avec le sérum a 1 zone 
une ligne nette. I] contient donc la toxine diphtérique. Testé avec 
un sérum complexe (sérum 906), il donne trois lignes distinctes 
(pl., fig. 1). Une d’entre elles correspond a une des protéines P de 
la figure 2 de la planche. L’échantillon 4 dans cette figure corres- 
pond au fiitrat concentré d’une culture en excés de fer qui ne 
contient pas de toxine, mais seulement les protéines P de Pappen- 
heimer. On voit que certains des antigénes accessoires (antigénes 
diphtériques autres que la toxine) sont aussi sécrétés trés préco- 
cement dans le milieu. On en voit déja au moins 4 dans le préle- 
vement 3 (dix-huit heures). On note par ailleurs que l’antigéne 
visible en 1 (huit heures) en boite d’Ouchterlony est une des 
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protéines P. La toxine n’est visible qu’en tube d’Oakley (la 
technique en tube permettant de déceler les antigeénes a des 
concentrations plus faibles que la technique Ouchterlony). 


CoNCLUSIONS. 


Sur milieu synthétique, avec une souche particuliére, comme 
sur milieu complexe avec la souche Park Williams n° 8 Toronto, 
on peut réaliser des cultures agitées de bacille diphtérique don- 
nant des taux appréciables de toxine. La culture présente, comme 
avec tous les germes, une phase exponentielle suivie d’une phase 
de ralentissement de la croissance. Cette derniére phase est rela- 
tivement longue lorsque le bacille diphtérique est cultivé sur 
milieu optimum pour la toxinogénése, c’est-a-dire sur un milieu 
ou le taux de fer est modéré (ici, 150 pg de fer par litre). 

La toxine diphtérique, de méme que certains des antigénes 
accessoires [84] ou protéines P [80] est sécrétée dans le milieu 
irés précocement, vraisemblablement dés le début de la croissance. 

La formation de toxine se fait a la vitesse la plus élevée pen- 
dant la phase de ralentissement de la croissance. Il n’a pas été 
possible d’établir de relation mathématique simple entre la quan- 
tilé de toxine synthétisée et la quantité de germes formés dans 
un temps donné. 

La toxine ne s’accumule apparemment pas 4 l|’intérieur des 
germes et sa concentration endocellulaire reste toujours faible, 
contrairement 4 ce que l’on observe dans le cas des toxines téta- 
nique et botulinique [6]. 

La toxine diphtérique n’est donc pas libérée dans le milieu par 
l’autolyse des germes. 

‘La synthése de la toxine diphtérique semble done étre un phé- 
noméne complexe. La nécessité d’une carence relative du milieu 
de culture en fer est indiscutable et bien établie sur le plan expé- 
rimental. Le mécanisme exact de ce phénoméne reste a préciser, 
de méme que les relations entre la lysogénie pour un prophage 
particulier et la toxinogénése. 


SUMMARY 


DIPHTHERIA BACILLUS GROWTH AND TOXINOGENESIS 
IN AGITATED CULTURES, ON SYTHETIC MEDIA. 


On synthetic media, with a particular strain, as on complex 
media with Toronto PWS strain, it is possible to realize agitated 
cultures of diphtheria bacilli yielding non negligible toxin titers, 
The culture presents, as any other culture, an exponential phase, 
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followed by a slow growth phase, This last phase is of relatively 
Jong duration when diphtheria bacillus is grown on an optimum 
medium, 1. e. on a medium with a moderate iron concentration 
(150 pg/liter). 

Diphtheria toxin, like certain secondary antigens or P proteins, 
is very early secreted into the medium, probably from the begin- 
ning of the growth. 

Toxin formation is highest during the second growth phase 
(slow growth). It was not possible to state a simple mathema- 
tical relationship between the amount of synthesized toxin and 
the number of germs formed during a given time. 

Toxin does not seem to accumulate within the germs, and its 
endocellular concentration remains always low, contrarily to 
what is observed with tetanus and botulism toxins. 

Diphtheria toxin is not released into the medium by autolysis 
of the germs. 

Diphtheria toxin synthesis seems to be a complex phenomenon. 
The necessity of a relative iron deficiency in the medium is 
unquestionable and has been experimentally proved. The exact 
mechanism of this phenomenon is still to be precised, as also 
the relationships between lysogeny fer a particular prophage and 
toxinogenesis. 
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RECHERCHES IMMUNOLOGIQUES 
SUR LE FACTEUR ACTIVATEUR 
DE LA POLYARTHRITE CHRONIQUE EVOLUTIVE 


par G. MOUSTARDIER, Ch. DULONG de ROSNAY 
et P. Du PASQUIER (*). 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Faculté de Médecine de Bordeaux) 


Le « Facteur Activateur » présent dans le sérum des malades 
atteints de polyarthrite chronique évolutive (P.C. E.) a surtout 
été étudié en tant que facteur agglutinant. On sait, en effet, depuis 
les travaux classiques de Waaler, de Rose, de Heller et de Svartz 
essentiellement, que le facteur est capable d’augmenter consi- 
dérablement le pouvoir agglutinant d’un sérum humain vis-a-vis 
des hématies de mouton sensibilisées par un immunsérum. Plus 
récemment, les auteurs américains [4] ont montré que la réaction 
d’hémagglutination pouvait se faire avec des hématies humaines 
tannées et sensibilisées par de la globuline y, qu’elle soit d’origine 
humaine ou animale. 

Plus récemment encore, on s’est apercu [2, 3] que l’on pouvait 
remplacer les hématies tannées par des particules inertes (collo- 
dion ou matiére plastique) d’un diamétre convenablement choisi. 
La globuline y peut se fixer 4 la surface de ces particules, et le 
systéme ainsi formé est agglutiné souvent a des taux remarqua- 


= 
4 


blement élevés par le sérum des malades atteints de P. C. E 

Il nous a paru intéressant de chercher a mettre en évidence 
le facteur activateur par des méthodes immunologiques plus 
directes, et en particulier par la méthode de double diffusion en 
gélose. Nous rapportons ici le détail de ces recherches qui, pour 
n’étre encore que fragmentaires, n’en sont pas moins du plus 
haut intérét, tant sur le plan pratique que théorique, et dont nous 
avons déja donné le résumé dans une publication antérieure [4). 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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TECHNIQUE. 


La réaction se pratique dans des tubes de verre bien calibrés de 
100 mm de hauteur sur 6 mm de diamétre intérieur. 

La gélose utilisée est une gélose aussi limpide que possible a la 
concentration de 0,6 p. 100, tamponnée a pH 6,8-7,00 et a laquelle on 
ajoute environ 1 p. 10000 de merthiolate de soude. 

Les sérums A étudier sont décomplémentés 4 56° pendant une demi- 
heure et conservés congelés en présence de merthiolate s’ils ne sont 
pas utilisés immédiatement. 

Comme «substance réactive », nous nous servons de globuline y, 
soit tout simplement du sérum hémolytique de lapin anti-mouton que 
l'Institut Pasteur fournit pour les réactions sérologiques classiques (et 
que nous utilisons pour les réactions de Waaler et Rose), soit de 
y-globuline purifiée selon la méthode de Cohn (cette y-globuline a été 
trés aimablement mise & notre disposition par M. le professeur Pau- 
trizel, que nous remercions), soit de y-globuline préparée par nous- 
mémes au laboratoire, selon une technique personnelle [5] dérivée de 
celle de Horesji et Smetana et qui utilise la précipitation de certains 
constituants sériques par le rivanol, ou lactate de 2-éthoxy-6,9 diamino- 
acridine. 

La marche de la réaction est la suivante : 

a) On place dans le fond du tube, avec une pipette semi-capillaire, 
le sérum jusqu’a un trait de jauge situé a 2 cm du fond ; 

b) On dépose a la surface du sérum de la gélose liquide 4 la tempé- 
rature de 45° ou 50°, jusqu’A un second trait de jauge situé 4 1 cm 
au-dessus du premier ; 

c) Pendant que la gélose est encore semi-fluide, on dépose a sa 
surface la solution de y-globuline jusqu’A un troisiéme trait de jauge 
situé 4 2 cm au-dessus du précédent. 

On a donc successivement une couche de sérum de 2 cm, une couche 
de gélose de 1 cm, une couche de globulines y de 2 cm. Nous n’insis- 
terons pas sur les multiples précautions techniques dont il faut s’en- 
tourer. Rappelons, toutefois, qu’il est indispensable d’enduire la 
surface intérieure du tube d’un film de gélose que l’on laisse sécher 
avant de passer 4 toute autre opération. 

Les tubes ainsi préparés sont recouverts, pour éviter ]’évaporation et 
les souillures, et l’on observe toutes les vingt-quatre heures l’apparition 
éventuelle de bandes de précipitation dans la couche de gélose. La 
rapidité d’apparition de ces bandes, leur nombre, leur position initiale 
et le sens de leur migration sont autant de facteurs intéressants qui 
sont, pour une bonne part, sous Ja dépendance des concentrations 
respectives du sérum et de la solution de globuline y. 


RESULTATS. 


Nous avons étudié par cette méthode le sérum de 49 sujets, dont 
36 étaient atteints de P. C. E., les 18 autres étant soit en bonne 
santé, soit atteints de dysglobulinémie plus ou moins importante 
et portant essentiellement sur la fraction y. 
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La réaction classique de Waaler-Rose (W.-R.), selon la modi- 
fication de Heller et de Svartz, et le test au latex, selon une 
lechnique personnelle [6], ont été pratiqués sur tous les sérums 
étudiés. Dans 15 cas, nous avons effectué, également, des réac- 
tions de précipitation interfaciale, selon la méthode décrite par 
Epstein [7]. 

a) Nos premiers essais concernent 10 sérums de P. C. E. ayant 
des titres allant : 

Du 1/16 au 1/256 pour la réaction de W.-R. ; 

Du 1/40 au 1/2560 pour le test au latex. 

Dans cette série, nous avons utilisé le sérum non dilué et l’avons 
testé contre le sérum hémolytique de l'Institut Pasteur dilué au 
1/10. Nous avons obtenu sept fois sur dix des bandes de préci- 
pitation, apparaissant entre la quarante-huitiéme et la cent ving- 
tieme heure. Trois fois, l’on put observer une bande isolée, une 
fois deux bandes, trois fois trois bandes apparurent successive- 
ment. Dans trois cas, il n’y eut aucune précipitation aprés une 
observation de dix jours. Ajoutons que trois sérums normaux ne 
donnérent leu a aucune bande de précipitation. 

b) Onze sérums de P.C.E. (réaction W.-R. de 1/64 a 1/256, 
réaction au latex de 1/40 a 1/2 560) furent éprouvés par rapport 
a la y-globuline purifiée (méthode de Cohn). Le sérum fut utilisé 
pur ou dilué au 1/2 dans du sérum physiologique merthiolaté, 
la y-globuline a la concentration de 3 mg au millilitre. Dans ces 
11 cas, nous avons eu 11 résultats positifs : neuf fois une bande 
de précipitation ; une fois deux bandes de précipitation ; une fois 
trois bandes de précipitation. 

c) Quinze sérums de P.C. E. (réaction de Waaler-Rose allant 
de 1/32 & 1/512, test au latex de 1/20 4 1/2 560) furent testés contre 
une solution de y-globuline préparée par la méthode au rivanol, 
a la concentration de 3 mg au millilitre. Le sérum fut utilisé pur. 
Nous avons obtenu 3 résultats négatifs et 12 résuliats positifs : 
neuf fois une bande de précipitation ; trois fois deux bandes de 
précipitation. 

d) Dix sérums de sujets indemnes de P. C. E. et présentant une 
réaction de W.-R. et un test au latex négatifs, mais des troubles 
importants de la répartition des globulines a l|’électrophorése, 
furent testés contre de la y-globuline purifiée par le rivanol 
(concentration de 3 mg au millilitre). Nous avons obtenu huit fois 
un résultat négatif et deux fois apparut une bande de précipitation 
apres cing jours d’observation (un rhumatisme articulaire aigu et 
une syphilis tertiaire). 

e) Dans 15 cas pris parmi les précédentes séries, nous avons 
pratiqué une réaction de précipitation selon Epstein en mettant 
au contact, dans des tubes capillaires, le sérum du malade non 
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dilué et une solution de y-globuline purifiée par le rivanol a la 
concentration de 3 mg au millilitre. Une réaction positive se tra- 
duit par l’apparition rapide (une heure environ a la température 
de la piéce) d’une bande de précipitation a l’interface, qui sédi- 
mente au fond du tube en vingt-quatre heures. 

Dans 11 cas de P. C. E., nous avons eu 10 réactions positives. 

Chez 4 malades indemnes de P. C. E., nous avons eu une réac- 
tion positive (le malade atteint de rhumatisme articulaire aigu 
cité plus haut). 


Discussion. 


De ces travaux, encore trés fragmentaires, on peut tirer quel- 
ques enseignements. 


1° La réaction de Waaler-Rose, le test au latex et les réactions 
de précipitation sont en élroile concordance. Sur 36 sérums de 
malades atteints de P. C. E., nous avons eu au total : 34 réactions 
de Waaler-Rose positives ; 34 tests au latex positifs ; 30 réactions 
de précipitation en gélose positives. 

La réaction de précipitation semble a priori moins sensible que 
les réactions d’agglutination. 


2° Nous n’avons pas encore pu mettre en évidence de relation 
entre le taux de positivité des réactions d’agglutination et le 
nombre des bandes de précipitation ou leur rapidité d’apparition. 
Par ailleurs, si l’on dilue Je sérum, la réaction devient trés rapi- 
dement négative, en général aprés une dilution au 1/4. Tout ce 
que l’on peut dire, c’est que les sérums ayant un taux agelutinant 
trés élevé donnent, le plus souvent, des bandes de précipitation 
qui migrent rapidement dans la couche de gélose et dans le sens 
sérum —> y-globuline. 


3° Ces constatations suggérent fortement que le phénoméne 
exploré par la réaction de Waaler-Rose classique, par le test au 
latex et par les réactions de précipitation, est le méme et qu’il 
s'agit d'un phénoméne immunologique dans lequel la y-globuline 
(ou le sérum hémolytique) jouerait le réle d’antigéne. Les travaux 
de Epstein et coll. [7] plaident en faveur de cette conception. 

I] est évidemment tentant, pour se faire une idée plus précise, 
d’étudier le comportement du complément en présence d’un 
mélange de y-globuline et de sérum de P. C. E. En utilisant une 
réaction de fixation du complément selon Kolmer, l’antigéne étant 
représenté par de la globuline y, nous avons eu jusqu’a mainte. 
nant des résultats trés irréguliers et d’interprétation difficile. 
Dans quelques cas, cependant, il semble que nous ayons obtenu 
une fixation du complément a un taux significatif. Nous poursui- 
vons nos recherches sur ce point. 
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R&esuME. 


Les auteurs ont appliqué les méthodes de diffusion en gélose 
a l’étude de la polyarthrite chronique évolutive. Leurs expériences 
ont été effectuées selon la technique en double diffusion. Elles 
ont porté sur un systeme immunologique composé, d’une part, 
d’une solution de y-globuline humaine jouant le réle d’antigéne 
elt, d’autre part, de sérum de malades présentant les stigmates 
cliniques et biologiques de la polyarthrite chronique évolutive. 
Dans 80 p. 100 des cas environ, il apparait, en vingt-quatre ou 
quarante-huit heures, une ou plusieurs bandes de précipitation. 
Leur position par rapport a la zone sérum et leur déplacement 
a partir de leur position initiale semblent varier en fonction du 
taux de positivité du sérum Aa la réaction de Waaler-Rose clas- 
sique. Des sérums témoins, prélevés chez des rhumatisants 
chroniques ne présentant pas de polyarthrite chronique évolutive, 
n’ont pas donné de bandes de précipitation. 

Ces faits semblent confirmer les recherches antérieures des 
auteurs, qui ont étudié le systeme « y-globuline-sérum de polyar- 
thrite chronique évolutive » par diverses méthodes : a) agglutina- 
tion de particules inertes selon une modification personnelle de 
la technique de Singer; 5) précipitation interfaciale en milieu 
liquide. 

fl semble bien que l’ensemble de ces techniques mette en évi- 
dence une réaction antigéne-anticorps authentique. 

Une réaction de fixation du complément selon Kolmer, utilisant 
le méme systéme immunologique, est en cours d’étude. 


SUMMARY 


IMMUNOLOGIC STUDIES ON THE ACTIVATING FACTOR 
IN RHEUMATOID ARTHRITIS. 


The authors have applied the double gel diffusion technique to 
the study of rheumatoid arthritis. The experiments have been 
carried out with an immunological complex constituted of a human 
y-globulin solution as antigen, and sera of patients presenting the 
clinical and biological symptoms of rheumatoid arthritis. In 
about 80 °/, of the cases, one or several lines of precipitation appear 
within 24 to 48 hours. Their situation in relation to the serum 
zone and their shift from their initial position seem to vary 
according to the positivity rate of the serum towards the classical 
Waaler-Rose reaction. ; 

Control sera taken from patients suffering from chronic rheu- 
matism but not presenting rheumatoid arthritis, gave no line of 


precipitation. 
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These facts seem to confirm the previous findings of the authors, 
who have studied the y-globulin-rheumatoid arthritis serum com- 
plex by means of different methods : 

a) Agglutination of inert particles following a personal modifi- 
cation of Singer’s technique. 

b) Interfacial precipitation in liquid medium. 

It seems that all these techniques demonstrate an actual antigen- 
antibody reaction. 

A complement fixation reaction (Kolmer) with the same immu- 
nological complex is being studied. 
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PRESENCE DANS LES IMMUNSERUMS ANTI-BACTERIENS 
DE FACTEURS ANTI-GLOBULINIQUES 
ANALOGUES A CEUX DE LA POLYARTHRITE 
CHRONIQUE EVOLUTIVE 


par A. EYQUEM, N. GUYOT-JEANNIN et L. PODLIACHOUK (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire d’Hématologie 
et des Groupes sanguins) 


Il existe dans le sérum de certains malades atteints de poly- 
arthrite chronique évolutive (P.C.E.), une macro-globuline, 
dont les caractéres sérologiques ont été précisés [6, 7, 8]. Cette 
protéine est capable de se combiner iavec les complexes antigéne- 
anticorps:; elle est notamment révélable a l’aide de globules 
rouges sensibilisés par un immunsérum de lapin. Cette macro- 
globuline a une constante de sédimentation S20” de 22, elle est 
dissociable en deux composants de constante 19S et 7S [5]. Elle 
posséde aussi la propriété de se combiner avec la globuline 
d’origine humaine, fraction F II de Cohn; cette combinaison 
peut étre révélée par la réaction de précipitation (Epstein) ou 
d’hémagglutination passive [4], en fixant la globuline sur les glo- 
bules rouges tannés [8, 6, 7]. Cette derniére réaction est trés 
sensible et permet de déceler une activité dans le sérum de 
P. C. E. dilué souvent au 1/800 ou a 1/3 200. 

Le mode de formation et l’étiologie de cette macro-globuline 
restent inconnus. Certaines des observations que nous avons 
faites nous permettent d’envisager une hypothése. En effet, 
les différents échantillons de fractions F II obtenus par la 
méthode 6 + 9 de Cohn, ne sont pas tous directement utilisables 
dans la réaction sérologique. Certains fournissent des résultais 
qualitativement satisfaisants en étant mis simplement en dilu- 
tion, tandis que d’autres, fixés sur les globules tannés, dans 
les mémes conditions, sont absolument inaptes a déceler une 
anomalie quelconque dans le sérum de P. C. E. Par contre, ils 
le peuvent, au moins pour certains d’entre eux, aprés chauffage 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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pendant trente minutes a 63° ou méme & 56°, ou encore apres 
traitement par le formol. Il convient de remarquer que la qualité 
de l’agglutination est parfois un peu différente de celle observée 
avec les échantillons de globulines réagissant sans traitement 
préalable. Les principaux échantillons de globuline étudiés réa- 
gissant sans traitement préalable sont les suivants : 


1° Fourni par la Croix-Rouge Néerlandaise (en 1954), 

2° Harvard Medical School Boston, échantillon identique 
é celui étudié par Heller [6], 

3° Squibb 601 et 606, 

4° Squibb 658, 

5° Protein Foundation 1014. 

Lors de notre séjour a la Protein Foundation, nous avons 
étudié systématiquement un nombre important d’échantillons de 
fractions II, obtenus chaque semaine a parlir du plasma de sang 
fraichement prélevé, et nous avons pu constater l’absence de 
réactivité de ces échantillons ; seul |’échantillon 1014 nous a donné 
des résultats satisfaisants. Cet échantillon provenait du fraction- 
nement d’un lot de plasma qui avait été conservé a 4°, pendant 
une douzaine de semaines environ. 

Les échantillons 601 et 606 de Squibb, étudiés indépendamment 
par nous-mémes [3] et Kunkel [5], ainsi que par Singer et 
Plotz [42] fournissaient des résultats aussi nets sans traitement 
préalable. Ils étaient inaptes A LT utilisation thérapeutique. On 
pouvait donc se demander si ces échantillons n’avaient pas été 
soumis a une contamination bactérienne, au cours de leur mani- 
pulation. Ils pouvaient ainsi mettre en évidence un anticorps 
anti-bactérien, existant dans le sérum de P.C.E., peut étre 
différent du facteur de Waaler-Rose. 

Si la réaction était attribuable a une contamination bacté- 
rienne, on devrait mettre en évidence sa positivité dans le sérum 
d’autres malades ; or, parmi ceux ayant donné un résultat positif, 
nous n’avons trouvé que des lupus érythémateux et quelques 
cancéreux. (Notons qu'il n’y a qu’un nombre relativement limité 
de malades qui possédent un anticorps vis-a-vis de globules 
rouges tannés.) 

Pour préciser l’éventuelle contamination bactérienne, nous 
pouvions effectuer deux séries d’expériences : 


1° Absorber le facteur de Waaler-Rose A l’aide de différentes 
bactéries ou antigénes bactériens, mais la spécificité des résultats 
pouvait étre critiquée, car l’absorption du facteur pouvait ¢étre 
secondaire & une premiére sensibilisation par un anticorps spé- 
cifique. 

2° Nous pouvions, au contraire, plus facilement rechercher la 
présence dans le sérum de différents lapins, immunisés A |’aide 
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d’antigénes bactériens, l’existence de l’anticorps se combinant 
avec les globulines, par la réaction d’hémagglutinalion passive. 


Nous avons ainsi examiné : 


12 chiens. 


Parmi les immunsérums de lapin, nous avons : 


Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Ces deux derniers 


nous 


anti-Salmonella (D? Le Minor). 
anti-pneumocoque. 
anti-staphylocoque (D* Pillet). 
anti-streptocoque (D? Wahl). 
anti-anaérobie (D? Prévot). 
groupes 


ont 


fourni 


des 


190 lapins, 45 chevaux, 10 beeufs, 


résultats 


inattendus. En effet, le sérum de lapins ayant regu des injections 
de suspension de streptocoques présente une substance réagissant, 
par hémagglutination passive, avec |’échantillon 1014 de globu- 


line (tableau I). 


Tasteau I. — Réactions d’hémagglutination passive obtenues avec 
le sérum de lapins anti-streptocoque A et la globuline 1014. 
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Elle se retrouve avec d’autres échantillons de  globulines 


(601, 606) réagissant sans traitement préalable avec le sérum de 
P. C. E. On pourrait done penser a une contamination des globu- 
lines par une bactérie ayant une communauté antigénique avec 
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le streptocoque ; mais, fait important, la réaction se produit aussi 
vis-a-vis de la globuline suisse (aimablement fournie par M. Hassig) 
et soumise au ‘chauffage 4 56° pendant trente minutes (tableau II), 
ou encore la globuline de la Croix-Rouge hollandaise ou un échan- 
tillon « R » trés particulier (fourni par M. Grabar). 

‘Le facteur mis en évidence dans le sérum de lapins anti-strepto- 
coques apparait aprés une immunisation de cing semaines ayant 
comporté 15 injections. I] se retrouve a peu prés exclusivement 
chez les lapins immunisés avec le streptocoque hémolytique A et 
notamment les types antigéniques suivants: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 18, 
18, 19, 23, 24, 26, 36 et 46. 

Nous ne l’avons pas encore décelé aprés immunisation vis-a-vis 
des types 12, 14, 27,228, 31. 

I] convient de noter que, parmi les lapins d’une méme série, 
immunisés suivant le méme rythme et dans les mémes condi- 
tions vis-a-vis du méme type antigénique, tous ne sont pas 
capables d’élaborer le facteur. 

Les antigénes streptococciques de groupe ne semblent pas 
responsables de cette immunisation : les immunsérums de lapins 
anti-B, E, F, H, K, L, O, P, Q nous ont fourni des ‘résultats 
négatifs. Seul le groupe C nous a donné un résultat positif. 

Le facteur anti-globulinique est indépendant des anticorps anti- 
streptococciques spécifiques. 

L’examen de 7 bovins anti-streptococciques A nous a montré, 
chez trois d’entre eux, l’existence d’un facteur agglutinant de 
maniére qualitativement différente, il est vrai, les globules sensi- 
bilisés par la globuline y. 

Le méme facteur se retrouve dans le sérum de lapin immu- 
nisé vis-a-vis de hbactéries anaérobies, notamment Corynebac- 
rium pyogenes, liquefaciens ou diphteroides, ou encore Sphero- 
phorus pseudo-necrophorus, ridiculosus ou Fusiformis biacutus 
(tableau III). 

I] faut remarquer de méme, que pour les sérums anti-strepto- 
coques, tous les lapins d’une méme série, soumis au méme pro- 
tocole d’immunisation n’élaborent pas le méme facteur. Dans le 
cas des lapins anti-anaérobies, l’anti-globuline est décelable avec 
les globulines 1014, 601 et 606, non chauffées ainsi que les glo- 
bulines suisses, hollandaises ou R chauffées 4 56° pendant trente 
minutes, Le facteur anti-globulinique n’est pas décelable vis-a-vis 
de ces mémes échantillons non chauffés. 

Pour certains sérums possédant un titre d’anti-globuline 
important a la réaction d’hémagglutination, on observe une réac- 
tion de précipitation interfaciale, avec constitution du précipité. 

Dans la majorité des cas, la réaction de Waaler-Rose modifiée 
s'est révélée négative lorsqu’elle a été pratiquée a l’aide de glo- 
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Tasteau Ill. — Réactions d’hémagglutination passive obtenues avec 
le sérum de lapins anti-streptocoque (B, E, H, K, L, PQ)s et 
de bovins anti-streptocoque A, vis-a-vis de la globuline 1014. 
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bules rouges humains sensibilisés par un sérum de lapin anti- 
homme. Elle est, par contre, positive dans un tiers des cas vis- 
ai-vis de globules rouges de mouton sensibilisés par un anti-sérum 
de lapin. Ceci peut étre attribué & une absorplion du facteur lors 
de l’émination des agglutinines anti-homme réalisée préalable- 
ment a l’examen des sérums de lapins. 


Le facteur anti-globulinique du sérum des lapins anti-strepto- 
cocciques est aussi décelable par les globulines de boeuf, de pore 
(fraction II de Armour), comme Vest celui des P. C. E., ainsi 
que par les globulines de lapins obtenues par fractionnement 
i l'aide de SO,Na, par agglutination de particules de latex 
sensibilisées. 

L’ultracentrifugation du sérum de certains lapins, A 40 000 
pendant trois heures effectuée comparativement a celle du sérum 
de P. C. E., réalise une certaine concentration du facteur dans 
les couches inférieures du tube. 

La mise en évidence, chez les lapins immunisés, de ce facteur 
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anti-globulinique, suggére de nombreuses hypothéses. On doit 
tout naturellement le rapprocher de l’immuno-conglutinine qui, 
selon Coombs {2] doit étre considérée comme un anticorps anti- 
complément ; son activité se limiterait A un complément adsorbé 
sur un complexe antigéne-anticorps, notamment chez des animaux 
immunisés vis-a-vis de bacilles Gram-négatifs et soumis A une 
simulation suffisamment intense. Le complément subirait, aprés 
fixation sur le complexe antigéne-anticorps, une modification de 
’immuno-conglutinine. Ce facteur ne semble pas identique aux 
anticorps décrits antérieurement [9, 40]. 

Le facteur anti-globulinique pourrait done ne réagir qu’avec 
les groupements de la globuline rendus apparents au cours de 
la préparation de certains échantillons ou démasqués par le 
chauffage a 56°. La comparaison de l’activité des hétéro-immun- 
sérums anti-globuliniques et des facteurs permet de penser que 
ces derniers ne réagissent qu’avec une partie des groupements 
antigéniques, car la réaction n’est obtenue que lorsqu’une forte 
quantité de globuline est fixée sur les globules rouges tannés. 

Ainsi les facteurs anti-globuliniques, mis en évidence dans les 
immunsérums anti-bactériens, permettent de supposer que ce 
type d’immunisation faisant intervenir les antigénes streptococ- 
ciques ou des bactéries anérobies pourrait étre a Vorigine de la 
formation d’une macro-glebuline, au cours de la P.C. E. 


CONCLUSION. 


Il existe, au cours de la P. C. E., un facteur décelable a l’aide 
de certaines globulines (fractions F II) ; sans traitement préalable, 
ce méme facteur peut étre mis en évidence 4 l'aide d’autres glo- 
bulines soumises au chauffage 4 63° ou a 56°. 

Le sérum de certains lapins immunisés a l’aide de _ strepto- 
coques, de différents types antigéniques ou de bactéries anaé- 
robies pendant plus de trois semaines, posséde un facteur anti- 
- globulinique ayant des caractéres analogues a ceux observés dans 

la P. C. E. Il est parfois associé a un facteur de Waaler-Rose. 

Ce facteur anti-globulinique réagit avec les globulines d’origine 
spécifique différente. 


SUMMARY 


PRESENCE IN ANTI-BACTERIAL SERA OF ANTI-GLOBULINIC FACTORS 
RESEMBLING THOSE OF RHEUMATOID ARTHRITIS. 


The serum of patients suffering from rheumatoid arthritis 
contains a factor which can be demonstrated by means of certain 
F II globulin fractions. This factor can be demonstrated by 
means of other globulins heated to 63° or 56°. 
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The serum of certain rabbits which have been immunized 
during more than three weeks with: a) different types strepto- 
cocci; 6) anaerobic bacteria, contains an anti-globulin factor, 
possessing properties resembling those of rheumatoid arthritis 
sera; this factor is sometimes associated with the Waaler-Rose 
factor. This anti-globulin factor reacts with globulins of various 
species. 

Fe 
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V. — ROLE DE QUELQUES SUCRES, 
ET EN PARTICULIER DES 3-6 DIDESOXYHEXOSES, 
DANS LA SPECIFICITE DES ANTIGENES O DU TABLEAU DE KAUFFMANN-WHITE (’) 


par A.M. STAUB, R. TINELLI, 0. LUDERITZ et O. WESTPHAL (Gas) 
{avec la collaboration technique de B. LELUC). 


(Service des Vaccins, Institut Pasteur, Paris, 
et Wander Forschungsinstitut, Freiburg, Allemagne) 


Au cours de ces derniers mois, nous avons montré l’existence 
dans les Salmonella de quatre nouveaux sucres (didésoxyhexoses) : 
au tyvélose [84, 44] et A Pabéquose [82, 44] découverts précédem- 
ment se sont ajoutés, en effet, deux autres sucres nouveaux que 
nous avons appelés paratose [6, 8] et colitose [25]. Dans un travail 
en collaboration avec M. Lederer, M™* Fouquet et Polonsky et 
M. Stirm, la nature exacte de ces quatre sucres a été déterminée 
et la synthése de certains réalisée [7, 8]. Nous voudrions montrer 
dans ce travail le réle de ces sucres, ainsi que celui du glucose 
et du rhamnose dans la spécificité des antigénes (1) O de Kauff- 
mann-White auxquels ils appartiennent. L’utilsation des deux 
techniques de l’inhibition spécifique, qui permet de déterminer !e 
sucre terminal d’une chaine polyosidique, et de la précipitation 
croisée par des polyosides de constitution connue, avait déja 
permis d’apporter Jes premiéres notions sur la structure chimique 
des antigénes 9 et 12 de S. typhi [86]. Nous avons appliqué les 
mémes techniques dans ce travail, dans lequel nous avons repris 
l’étude des antigénes 9 (présent dans les Salmonella du groupe D) 
et 12 (présent dans les Salmonella des groupes A, B et D) en 
utilisant d’autres sérums, et ott nous avons abordé celle des 
antigénes 1 (présent dans certaines Salmonella des groupes A, 


(*) Une partie des résultats publiés dans ce mémoire a fait l'objet 
de trois communications aux Congrés de Stockholm et de Vienne [36 a]. 

(**) Manuscrit recu le 12 novembre 1958. 

(1) Bien que l’on sache [33] que les « antigénes » de Kauffmann- 
White peuvent étre en réalité des groupements déterminants portés 
par une méme molécule, nous continuons 4 utiliser cette appellation 
courante. 
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B et E,), 2 (présent dans les Salmonella du groupe A), 4 (présent 
dans les Salmonella du groupe B), 8 (présent dans les Salmonella 
du groupe C,) et 35 (présent dans les Salmonella du groupe P 
eb Ee scoleOa dd & be) , 

Le tableau I indique les Salmonella utilisées dans chaque 
groupe, les antigénes O de Kauffmann-White qu’elles contiennent 
et les sucres présents dans les polyosides spécifiques qui ont servi 
pour cette étude ; ces polyosides portent des groupes déterminants 
responsables en grande partie de la _ spécificité des anti- 
génes O [84]. 


Tasreau I. — Caractéristiques immunologiques et chimiques des 
germes utilisés pour cette étude. 
1 \ 
| Sucres presents 
dans le polyoside 
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(x) = Les chiffres soulignés représentent les antigénes spécifiques de chaque groupe. 


MATERIEL ET TECHNIQUES 


Soucues. — Les souches suivantes proviennent du Centre des Sal- 
monella de l'Institut Pasteur, ot elles sont conservées sur milieu 
a Voeuf (milieu de Dorset [in 3]). Elles ont été entrainées avant 
chaque récolte par un passage en bouillon de viande et un passage 
sur gélose nutritive suivi d’un isolement. : 
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S. typhi: souche T35-52 isolée 4 l'Institut Pasteur, ne contenant 
que lantigéne O ; 

S. paratyphi B: souche du Centre International des Salmonella 
n° 8006. 

S. typhi murium : 2-56, souche isolée 4 l'Institut Pasteur. 

S. paratyphi A: 205, variante aflagellée de |’Institut Pasteur. 

S. adelaide ; souche du Centre International des Salmonella. 

Les autres souches de Salmonella provenaient du N.C. T.C. de 
Londres et portaient les numéros suivants : 

S. paratyphi A var. durazzo N.C. T.C. 3175. 

S. newport N.C. T. C. 3751 

See7loesen Na Gl Cor 789: 

La souche de £. coli 0 111 : B4 provenait du Centre International des 
Salmonella de Copenhague. 


Strums. — Nous avons utilisé des sérums de cheval et de lapin pré- 
parés suivant le protocole indiqué par Staub et Davarpanah [34]. Tous 
les chevaux ont recu deux séries de 8 injections bihebdomadaires, 
séparées par un intervalle de quarante-cing jours. Les lapins ont recu 
2 ou 3 séries de 8 injections 4 raison de 4 par semaine, 4 un mois 
d’intervalle. Les sérums de lapin sont toujours des mélanges de sérums 
provenant de 3 a 6 animaux. 


Potyosipes. — Les polyosides de S. typhi, S. paratyphi B, S. typhi 
murium, S. paratyphi A, S. paratyphi A var. durazzo et S. adelaide 
ont été extraits par hydrolyse acétique des germes (cultivés sur gélose 
nutritive, lavés et séchés par l’acétone), puis purifiés suivant la tech- 
nique de Freeman [40], dialysés et lyophilisés. Les précipitations 
préconisées par Freeman (6 précipitations alcooliques fractionnées 
entre 1 et 6 volumes; 3 précipitations par l’acide acétique glacial 
de 94 & 98 p. 100 suivant les polyosides ; 3 derniéres précipitations 
alcooliques entre 1 et 6 volumes) nous ont donné de bons résultats 
pour les polyosides des quatre premiéres Salmonella. Avec les polyo- 
sides extraits de S. adelaide et S. paratyphi A var. durazzo, la préci- 
pitation acétique entrainant des pertes du polyoside, nous n’avons 
procédé qu’d deux (var. durazzo) et méme une seule précipitation 
(adelaide). 

Les polyosides de S. niloese et de S. newport nous ont été donnés 
par D. A. L. Davies. Ils avaient été préparés a partir de l’antigéne 
somatique et n’avaient pas été hauternent purifiés [5]. Nous avons 
employé tel quel le polyoside de S. niloese. Le polyoside de S. newport 
a été purifié suivant la technique exacte de Freeman [10]. 

Le polyoside de £. Coli a été préparé 4 partir du lipopolyoside extrait 
des germes par le mélange phénol/eau 4 chaud [40]. Aprés hydrolyse 
par l’acide acétique normal pendant une heure a 100°, le polyoside 
a été précipité par l’alcool, dialysé puis lyophilisé. 


INHIBITION sPECIFIQUE. — Nous avons suivi exactement la technique 
décrite par Staub et Tinelli [36] en utilisant 4 mg de chaque 3-6 di- 
désoxyhexose et 40 mg des autres sucres. Toutefois, au lieu d’utiliser 
toujours 0,5 cm’ de sérum, nous avons choisi pour chaque sérum la 
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quantité contenant environ 100 yg d’azote précipitable par le polyo- 
side au maximum de la précipitation, et nous avons utilisé la quantité 
de polyoside nécessaire et suffisante pour précipiter cette quantité 
d’anticorps. 


AceLutination. — Nous avons utilisé la technique classique : 0,9 cm? 
de suspension O (5 x 108 germes tués par l’alcool 4 50 p. 100) et 
0,1 cm? de dilutions de sérum allant du 1/10, 1/20, 1/40... jusqu’a 
1/2 500. La lecture a été faite aprés centrifugation. Le titre est indiqué 
par l’inverse de la dilution la plus forte donnant une agglutination 
nette ou suspecte (+). L’absorption des sérums se fait sur culot de 
germes, chauffés & 100° pendant deux heures, puis lavés par de la 
solution physiologique. On utilise la récolte d’une boite de Roux pour 
absorber 1 cm? de sérum au 1/10; on laisse en contact sérum et 
germes deux heures 4 87°, puis la nuit & la température du labo- 
ratoire. 


OXYDATION DES POLYOSIDES PAR L’ACIDE PERIODIQUE. — L’acide perio- 
dique ne détruit que les sucres qui ont des groupements OH adja- 
cents [4]. Cette oxydation a toujours été effectuée A 0° a l’obscurité 
au moyen d’un excés d’oxydant [38]. L’oxydation est arrétée lorsque 
la courbe de la consommation d’acide periodique a atteint un plateau. 
Aprés dialyse 4 l’obscurité et lyophilisation, les polyosides oxydés se 
conservent bien a Jl état sec; ils sont toutefois souvent difficiles 
4 dissoudre. Il faut chauffer quelques instants leur suspension au 
bain-marie bouillant pour obtenir une solution limpide. 


OBTENTION DES 3-6-DIDESOXYHEXOSES. — Les lipopolyosides extraits des 
germes pat le mélange phénol/eau 4 chaud [40] et ultracentrifugés 
sont hydrolysés pendant six minutes 4 100° par SO,H,, N. Aprés neutra- 
lisation par la baryte et concentration du liquide, les 3-6-didésoxy- 
hexoses sont séparés de l’hydrolysat par chromatographie sur colonne 
de cellulose au moyen d’un mélange eau-acétone (5 : 95). 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


A. — EXPERIENCES D’ INHIBITION. 


a) Antigénes 9 et 12 du polyoside extrait de S. typhi (groupe D): 
rdles du tyvélose (3-6 didésoxy-D-mannose) [7] du rhamnose et du 
glucose. 


Pour cette étude, nous avons utilisé un sérum de lapin et deux 
sérums de cheval anti-S. typhi dont l’un, Je sérum n° 1, est celui qui 
nous a fourni les résultats de la précédente étude [36]. 

Nous avons précipité chacun de ces sérums par chacun des polyosides 
suivants : le polyoside extrait de S. typhi (PsTy des tableaux II et Ii), 
qui contient des groupement déterminants des antigénes 9 et 12 et 
qui est constitué par du glucose, du galactose, du mannose, du rham- 
nose et du tyvélose ; le méme polyoside oxydé par l’acide periodique 
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et dont les sucres consti- 
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(PsTyox des tableaux II et Ill), qui ne contient plus que des 


pements déterminants de l’antigeéne 9 (2) 
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ts dans S. typhi et absents de S. paratyphi B, ne 


sont pas détruits [36], mais les anticorps correspondants sont si peu 


nombreux dans nos sérums qu’on peut ne pas en tenir compte. 


r 


(2) En réalité, les growpements correspondant a la fraction 12, de 
, présen 


Vantigéne 12 
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Tasreau UJ. — Comparaison entre les activités inhibitrices des 
différents didésoxyhexoses sur la précipitation des sérums anti- 
S. typhi par le polyoside extrait de S. typhi. 


% inhibition de la précipitation obtenue 


Sucre inbibiteur avec le sérum de cheval anti S. typhi 


Tyvelose 
Abéquose 
Colitose 3 
Ascarylose d 
Paratose 1 


3,6 didésoxy—D-mannoge 
(Tyvélose synthétique) 


Cf. Jes notes explicatives en bas du tableau II. 


tutifs sont le galactose, le mannose et le tyvélose [36] ; le polyoside 
extrait de S. paratyphi B (PsPt B du tableau II) sur leque! seuls les 
groupements déterminants de l’antigéne 12 (Cf. tableau I) sont 
capables de réagir avec les sérums anti-S. typhi qui contiennent les 
anticorps anti-9 et anti-12; ce polyoside contient du glucose, du 
galactose, du mannose, du rhamnose et de l’abéquose. 


Les résultats obtenus avec le sérum de cheval anti-S. typhi n° 1, 
rappelés dans le tableau II, avaient permis de conclure Aa la 
position terminale du tyvélose sur l’antigéne 9 et du rhamnose 
sur l’antigéne 12 [86]. 

On voit sur le méme tableau II que le sérum de lapin nous 
a fourni des résultats tout a fait différents de ceux obtenus précé- 
demment avec le sérum de cheval n® 1: alors qu’avec celui-ci 
le tyvélose et le rhamnose inhibaient seuls la précipitation du 
polyoside typhique (PsTy du tableau II), cette fois-ci, ce sont 
ces deux sucres qui inhibent le moins cette précipitation ; le 
glucose est de beaucoup le plus actif. Il ne nous a pas été 
possible de travailler avec le polyoside oxydé qui précipite trop 
faiblement ce sérum pour qu’on puisse étudier l’inhibition quan- 
litative de cette précipitation. Par contre, le polyoside paraty- 
phique B (PsPtB du tableau II) donne un précipité faible mais 
dosable : sur cette précipitation le glucose est encore plus actif 
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que sur la précipitation du polyoside homologue. Il faut done 
gonclure que Vantigéne 12, commun aux Salmonella typhi et 
paratyphi B, doit contenir une chaine terminée par du glucose 
en plus de celle terminée par le rhamnose. 

Les résultats obtenus avec le sérum de cheval n° 2 sont inter- 
médiaires entre les précédents. Le tyvélose inhibe la précipitation 
par le polyoside typhique oxydé (PsTy,, du tableau II). Le rham- 
nose et le glucose inhibent un peu plus fortement que les autres 
sucres la précipitation par le polyoside hétérologue (PsPtB du 
tableau II). 

La spécificité de l’inhibition obtenue avec le tyvélose naturel ou 
synthétique ressort de l’examen du tableau III sur lequel on voit 
que tous les autres 3-6 didésoxyhexoses sont inactifs. 


b) Antigénes 4 et 12 du polyoside de S. paratyphi B (groupe B): 
roles de l’abéquose (3-6 didésoxy-D-galactose) [7] et du rhamnose. 


Nous avons travaillé avec deux sérums de cheval et un sérum de 
lapin anti-S, paratyphi B que nous avons précipités par les polyosides 
suivants : le polyoside de S. paratyphi B (PsPtB des tableaux IV, V et 
VI) qui contient des groupements déterminants des antigénes 4, 5 
et 12 et qui est constitué par du glucose, du galactose, du mannose, 
du rbhamnose et de l’abéquose ; le méme polyoside oxydé par l’acide 
periodique (PsPtB.x des tableaux IV et VI) qui ne contient plus que 
des groupements déterminants de l’antigeéne 4 [36] (et peut-étre de 
Vantigéne 5) et qui est constitué par du galactose, du mannose et de 
labéquose [38] ; le polyoside de S. typhi (Psty du tableau IV) sur lequel 
seuls les groupements déterminants de l’antigéne 12 sont capables 
de réagir avec les sérums anti-S. paratyphi B qui contiennent les anti- 
corps anti-4, anti-5 et anti-12. 


Antickne 4. — On voit (tableau IV) que l’abéquose inhibe la 
précipitation des deux sérums de cheval par le polyoside para- 
typhique B (PsPtB du tableau IV), et surtout par ce polyoside 
oxydé (PsPtB,, du tableau IV). Il doit done se trouver en position 
terminale sur l’antigéne 4, ou l’antigene 5. Le fait qu’on trouve 
de l’abéquose dans toutes les Salmonella du groupe B étudiées 
jusqu’ici [24] (contenant toutes l’antigéne 4 mais pas toutes l’anti- 
géne 5) suggérait fortement que l’abéquose ne jouait aucun role 
dans l’antigéne 5. Toutefois, pour nous en assurer, nous avons 
d’abord étudié l’activité de Vabéquose sur la précipitation du 
sérum n° 1 par le polyoside extrait d’une souche de S. typhi 
murium (PsTm du tableau V) ne contenant pas d’antigéne 5: on 
constate une inhibition trés nette (tableau V). Nous avons ensuite 
éliminé de ce méme sérum les anticorps précipitables par le 
polyoside -extrait de S. typhi murium et étudié lactivité de l’abé- 
quose sur la précipitation des anticorps restants par le polyoside 
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Tasteau V. — % d'inhibition des précipitations des anticorps 4 et 5 
du sérum de cheval anti-S. paratyphi B n° 1 par les différents 
sucres. 


Sucres inhibiteurs 


Précipitation par 


, 
ecuose 
alactose 
Glucose 


Rhamnose 
Mannose 


Ps Tm (4,12) 27 7 ty) 8 2 
Ps FtB (4,5,12) 36 2 4 4 4 
Ps FtB (4,5,12) 
aprés é@limination des 
anticorys 4 et 12 4 - = = = 
asa ae SR a |, OM caterer) Oe a SL ae tee 
PsTm = Polyoside extrait de S. typhi murium contenant les antigtnes O 4 et 12 du 


tableau de Kauffmann-White. PsPitB = Polyoside extrait de S. paratyphi B contenant 
les antigénes O 4, 5 et 12 du tableau de Kauffmann-White. 


Tasteau VI. — Comparaison entre les activités inhibitrices des 

différents didésoxyhexoses sur la précipitation des sérums de 

cheval anti-S. paratyphi B par le polyoside extrait de S. para- 
typhi B. 


@ inhibition de la precipitation obtenue 
avec le sérum de cheval anti S, paratyphi B 


Sucre inhibiteur n° 3 n° & 


et et 


Abéquose (groupe B) 36 30 
Abéyuose (groupe Cy) - 36 
Tyvélose 10 ~ - 14 
Ascarylose 0 - - = 
Colitose 3,4 13 - 

Paratose 0 - - 

3,6 didtsoxy—D-galactose - 48 

(abéquose synthétique) 


Cf. les notes explicatives au bas du tableau IV. 


paratyphique B : il n’y a pas d’inhibition (tableau V). C’est donc 
bien sur l’antigéne 4 que se trouve en position terminale l’abé- 
quose (3-6 didésoxy-D-galactose). La spécificité de Vabéquose 
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naturel ou synthétique vis-a-vis des autres 3-6 didésoxyhexoses, 
dans cette inhibition, ressort de examen du tableau VI. 


Antickne 12. — La position terminale du rhamnose sur |’anti- 
géne 12 des polyosides typhique et paratyphique B se retrouve 
ici, puisque c’est le seul sucre capable d’inhiber la précipitation 
du sérum de cheval n° 2 par le polyoside typhique (PsTy du 
tableau IV). ‘Les regalia. obtenus pour cette méme précipitation 
avec le sérum de cheval n°? 1 sont beaucoup moins nets : les trois 
hexoses inhibant, eux aussi, la précipitation. On ne retrouve, 
toutefois, l’inhibition spécifique par le glucose des anticorps 12 
du sérum de lapin anti-S. typhi (tableau II), ni avec ces sérums 
de cheval anti-S. paratyphi B, ni avec le sérum de lapin avec 
lequel nous n’avons obtenu aucune inhibition nette par les cing 
sucres simples constitutifs du polyoside extrait de S. paralyphi B 
(tableau IV). 


c) Antigénes = 2 et 12 du polyoside de S. paratyphi A 
(groupe A): roles du glucose, du paratose (3-6 didésoxy-D-glu- 
cose) [8] et du rhamnose. 


Nous avons travaillé avec un sérum de cheval et un sérum de lapin 
anti-S. paratyphi A et les deux sérums de cheval n° 1 anti-S. para- 
typhi B et anti-S. typhi. Comme polyosides nous avons utilisé : 

1° Le polyoside de S. paratyphi A (PsPtA du tableau VII) qui contient 
des groupements déterminants des antigénes 1, 2 et 12 et qui est 
constitué par du glucose, du galactose, du mannose, du rhamnose et 
du paratose ; 

2° Le méme polyoside oxydé par l’acide periodique (PsPtA,, du 
tableau VII) qui contient du galactose, du mannose, du rhamnose, du 
paratose et des traces de glucose [38], mais dont la majeure partie 
des antigénes 1 et 12 ont été détruits et qui ne précipite plus du 
sérum de cheval que 60 p. 100 des anticorps précipitables par le polyo- 
side non oxydé ; 

3° Le polyoside de S. paralyphi A var. durazzo qui ne contient pas 
d’antigéne 1 mais seulement des groupements déterminants des anti- 
génes 2 et 12; 

4° Le polyoside de S. niloese [antig¢nes 1, 3, 19] (PsNi du tableau VII) 
sur lequel seul l’antigéne 1 est capable de réagir avec les sérums anti- 
S. paratyphit A qui contiennent les anticorps anti-1, anti-2 et anti-12. 


ANTIGENE 2. — Quels que soient le sérum et le polyoside utilisés 
(extrait de S. paratyphi A ordinaire ou variante durazzo), 
il nous a été impossible d’obtenir une inhibition trés significative 
avec le paratose. L’inhibition observée avec le polyoside de 
S. paratyphi A [7 p. 100] (PsPtA du tableau VII) est toutefois 
légérement augmentée lorsqu’on utilise ce polyoside oxydé 
(11 p. 100] (PsPtA,, du tableau VII); mais nous n’avons pu 
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dépasser 15 p. 100 d’inhibition méme en utilisant jusqu’a sept 
fois plus de paratose. Ces chiffres ne suffiraient pas, par eux- 
mémes, a affirmer la position terminale du paratose sur l’anti- 
géne 2 si sa rapide libération au cours de lhydrolyse, sa présence 
dans les polyosides extrait de S. paratyphi A var. durazzo et 
S. Kiel (24], qui possédent Vantigéne 2 et son absence des Sal- 
monella ne contenant pas l’antigéne 2 ne le suggéraient fortement. 


AnTIGENE 12. — La position terminale du rhamnose sur l’anti- 
géne 12 du polyoside extrait de S. paratyphi A (PsPtA du 
tableau VII) ressort de l’inhibition par ce sucre de la précipitation 
des sérums anti-S. typhi et anti-S. paratyphi B par ce polyoside 
(tableau VII), puisque dans ces sérums, seuls Jes anticorps anti-12 
sont précipitables par le polyoside de S. paratyphi A. On 
n’observe pas cette inhibition avec le sérum anti-S. paratyphi A. 


Anticine 1. — La position terminale du glucose sur l’antigéne 1 
ressort de linhibition par ce sucre des précipitations du sérum 
de cheval anti-S. paratyphi A par Je polyoside extrait de S. para- 
typhi A et le polyoside extrait de S. niloese (tableau VII). 


d) Antigéne 35 du polyoside de S. adelaide (groupe P): réle 
du colitose (8-6 didésoxy-L-galactose), isomére optique de |’abé- 
quose [25]. 

La grande similitude qui existe entre l’antigéne 35 des Salmo- 
nella du groupe P et l’antigéne O de certains E coli (OM 2 BA) 
est bien connue de tous les immunologistes qui travaillent sur 
les Enterobacteriaceae. C’est ce qui nous a permis de travailler 
avec deux sérums anti-E. coli O 111 :B4 (un sérum de cheval 
et un sérum de lapin), aussi bien qu’avec un sérum de lapin 
anti-S. adelaide. Nous avons constaté nous-mémes la trés grande 
parenté immunologique de nos sérums, puisque : 


1° La saturation des sérums anti-E. coli par S. adelaide sup- 
prime toutes ou presque toutes les agglutinines pour le germe 
homologue, et la saturation du sérum anti-S. adelaide pac E. coli 
abaisse “considérablement le titre en agglutinines pour la Salmo- 
nella (tableau VIII, sur lequel il faut lire < 100 au lieu de 100). 

2° La précipitation du sérum de cheval anti-E. coli par les 
polyosides extraits de E. coli et S. adelaide est identique. Celle 
du sérum de lapin anti-E. coli est méme légérement moindre avec 
le polyoside homologue (tableau VIII). 

Le tableau IX montre bien le pouvoir inhibiteur spécifique du 
colitose sur la précipitation du sérum de cheval anti-E. coli par 
le polyoside de S. adelaide. Les autres 3-6 didésoxyhexoses et les 
deux autres sucres constitutifs du polyoside de S. adelaide (glu- 
cose et galactose) sont inactifs ou beaucoup moins actifs (tyvé- 
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Tasteau IX. — Pouvoir inhibiteur de différents sucres sur la préci- 


pitation du sérum de cheval anti-E. coli O 111 : B4 par le polyoside 
de S. adelaide. 


Sucres inhibiteurs 


Colitose (Co) 
Colitose (Ad) 


Glucose 
Galactose 
Tyveélose 
Abéquose 
Paratose 


% inhibition du précipité obtenu avec 
le sérum de cheval anti E. coli et le 
polyoside de S, adelaide 


Colitose (Co) = Colitose extrait de FE. coli O 111 : B4. Colitose (Ad) = Colitose 
extrait de S. adelaide. 


lose). Par contre, le colitose extrait de E. coli (colitose Co) est 
aussi actif que celui extrait de S. adelaide (colitose Ad). Ceci 
est vrai quel que soit le systéme précipitant considéré 
(tableau VIII), ce qui prouve bien l’identité de ces deux sucres, 
confirmée d’ailleurs par la chimie (tableau X). 


Tasrreau X. — Identité de quelques constantes chimiques des 
colitoses extraits de E. coli et S. adelaide. 


Colitose extrait de 


- E. coli +h 


- S. adelaide +55 91-93° 


(x) = Alcool obtenu par réduction de l’abéquose au moyen du borohydrure de 
sodium [9]. [a], = Pouvoir rotatoire dans l’eau & 20°. Fp = Point de fusion. 


e) Antigéne 8 du polyoside de S. newport (groupe C,): role 
de labéquose (8-6 didésoxy-D-galactose). 

Davies [5] et Mikulaszek [28], analysant les polyosides extraits 
de trois Salmonella du groupe C,, qui possédent les antigénes 6 
et 8 (S. newport, S. kottbus et S. virginia), ont montré que ces 
trois polyosides contenaient tous un sucre migrant en chromato- 
graphie comme l’abéquose. Par contre, dans aucune des Salmo- 
nella du groupe C, (antigénes 6 et 7) analysées jusqu’ici {24}, on 
n’a relrouvé ce sucre. Puisque l’antigéne 8 du groupe C, est le 
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seu] qui ne soit pas commun aux deux groupes, il faut bien penser 
que cet abéquose est présent dans |’ antigéne 8. Nous nous sommes 
demandé s’il s "agissait vraiment de l'abéquose ou d’un nouveau 
3-6 didésoxyhexose migrant comme l’abéquose en chromatogra- 
phie, comme c’est le cas pour le colitose. Nous avons travaillé 
avec un sérum de cheval et un sérum de lapin anti-S. newport 
et les sérums de cheval n° 2 et de lapin anti-S. paratyphi B du 
tableau IV. 

On voit sur le tableau XI (sur lequel il faut lire 4 la deuxiéme 
ligne, « aprés absorption » < 100 au lieu de 100) que, contrai- 
rement aux antigénes 35 de S. adelaide et O11l de E. coli 
précédemment étudiés, les antigénes 4 et 8 ne donnent entre eux 
que de trés faibles réactions croisées: les sérums de cheval 
donnent une trés faible précipitation croisée, et si leur titre en 
agglulinines vis-a-vis de la Salmonella hétérologue est élevé, 
labsorption du sérum par cette Salmonella ne fait pratiquement 
pas baisser le titre en agglutinines vis-a-vis de la souche homo- 
logue. Les sérums de lapin ne précipitent pas le polyoside 
hétérologue et n’agglutinent que trés faiblement la souche corres- 
pondante. Cette agglutination croisée est d’ailleurs absente des 
sérums des lapims moins fortement immunisés que les notres, 
généralement utilisés par les sérologistes, d’ou la notion courante 
d’indépendance totale des deux groupes B (antigénes 1, 4, 5, 12) 
et C, (antigénes 6, 8). 

Il nous a été impossible d’inhiber la précipitation des deux 
sérums anti-S. newport par le polyoside de S. newport (intact ou 
oxydé par l’acide periodique) au moyen de |’abéquose, que celui-ci 
soit extrait de S. paratypht B ou de S. newport (tableau XI) ; 
par contre, la précipitation croisée des sérums de cheval a été 
inhibée aussi bien par les deux sucres (tableau XI), montrant, 


Tasreau XII. — Identité de quelques constantes chimiques des 
abéquoses extraits d’une Salmonella du groupe B (S. abortus 
equi) et d'une Salmonella du groupe C, (S. newport). 


Alcool 


Abequose extrait:-de 


- S,. abortus equi 
(groupe B) 

- S. newport 
(groupe Cy) 


Cf. les notes explicatives au bas du tableau IX. 
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d'une part, que le didésoxyhexose extrait de S. newport était 
bien de Vabéquose et, d’autre part, que cet abéquose se trouvait 
en position terminale sur le polyoside extrait de S. newport 
comme sur le polyoside extrait de S. paratyphi B, ainsi que le 
laissait déja prévoir sa rapide libération au cours de l’hydrolyse 
acide du polyoside extrait de S. newport: il est responsable des 
réacuions croisées qu’on peut observer entre ces deux polyosides 
et les Salmonella qui les portent. 


Les résultats de l'étude chimique des abéquoses extraits de 


S. newport et de S. paratyphi B confirment leur identité 
(tableau XII). 


B. — PR£cIPITATIONS CROISEES. 


Les résultats des imbhibitions spécifiques nous ont montré que, 
généralement, deux antigénes distincts portent 4 leur extrémité 
des sucres différents, mais que ce n’est pas toujours le cas, 
puisque l’abéquose est présent a l’extrémité des antigénes 4 et 8 
et le glucose a ]’extrémité des antigénes 1 et 12. On peut donc 
penser que dans ces deux cas le sucre terminal est lié, dans 
les antigénes distincts, & des sucres différents. En vue de déter- 
miner la nature de ces sucres sur l’antigéne 4, nous avons entre- 
pris cette étude des précipitations croisées. 


Les précipitations croisées du sérum anti-S. typhi par le dextrane 
et le mannane de la levure, découvertes par Heidelberger et Cor- 
doba [42] et confirmées depuis [36], avaient permis de donner un 
schéma des sucres présents 4 la suite du tyvélose et du rhamnose sur 
les chaines Jatérales responsables de Ja spécificité des antigénes 9 et 
12 [36]. Nous avons étudié de la méme facon le sérum anti-S. para- 
typhi B n° 1 de cheval qui est précipité par le dextrane et les galacto- 
mannanes (de gum gatto, de luzerne ou de tréfle) [42]. Ces précipi- 
tations sont bien spécifiques, puisqu’elles sont supprimées lorsqu’on 
élimine du sérum tous les anticorps précipitables par le polyoside 
extrait de S. paratyphi B (PsPtB du tableau XIII). Puisque 1’élimina- 
tion des anticorps 4, soit par le polyoside extrait de S. typhi murium 
(PsTm du tableau XIII), soit par le polyoside oxydé de S. paratyphi B 
(PsPtB,, du tableau XIII) supprime plus ou moins complétement les 
anticorps précipitables par les galactomannanes de gum gatto et de 
luzerne, il faut en conclure que ceux-ci font partie des anticorps anti-4. 
Leur absence parmi les anticorps anti-12 est prouvée par le fait que 
lélimination de ces anticorps 12 par le polyoside extrait de S. typhi 
(PsTy du tableau XIII) ne fait pratiquement pas baisser la quantité 
d’anticorps précipitables par le galactomannane de luzerne. 

Les anticorps précipitables par le dextrane font, au contraire, au 
moins partiellement, partie des anticorps 12, puisque I’élimination de 
ceux-ci par le polyoside extrait de S. typhi (PsTy du tableau XIII) 
diminue la quantité d’anticorps précipitables par le dextrane. Ce fait 
est encore plus net avec le sérum anti-S. typhi ot tous les anticorps 
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Tastrau XII. — Réactions croisées entre les sérums de cheval 
anti-S. paratyphi B et anti-S. typhi et quelques polyosides. 


Polyoside Sérum absorbé par 


precipitant | Ps PtB | Ps PtB | Ps Ty Ps Tm 


I - Sérum anti S, paratyphi B 


a) anticorps restants 


B) pg. d'azote du précipiteé 


Galactouwannanes 
de 


Gum Gatto p 19 40 = 
Luzerne 25: 28 ~ 243 2 
Tréfle 25 - = = 


a 3 ae ee ee 


Il - Sérum anti S, typhi 


a)*anticorps restante 


B) pg. d'azote du précipite 


(a) Anticorps correspondant aux antigtnes O du tableau de Kauffmann-White. 
Les chiffres soulignés désignent les antigénes spécifiques du groupe auquel appar- 


tient la Salmonella contre laquelle fut préparé le sérum. PsPtB =  Polyoside 
extrait de S. paratyphi B. PsPtBj, = Polyoside extrait de S. paratyphi B oxydé 
par l’acide periodique. PsTy = Polyoside extrait de S. typhi. PsTm = Polyoside 


extrait de S. typhi murium. 


précipitables par le dextrane sont éliminés apres précipitation du sérum 
par le polyoside extrait de S. paratyphi B (PsPtB du tableau XIII) 
qui précipite les anticorps 12. 


Nous retrouvons donc le résultat de notre précédente étude : 
présence dans l’antigéne 12 de glucoses liés comme dans le 
dextrane, Toutefois, la découverte, dans l’antigéne 12, d’une nou- 
velle chaine latérate terminée par du glucose ne nous permet plus 
de conclure a la présence de ces glucoses sur la chaine latérale 
terminée par du rhamnose ; il se peut que les anticorps précipi- 
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tables par le dextrane correspondent a cette chaine terminée par 
du glucose, méme si le glucose est incapable d’inhiber la préci- 
pitation de ces anticorps par le polyoside qui contient cette chaine 
latérale. 

D’autre part, Pantigene 4 doit contenir des groupements déter- 
minants présents dans les galactomannanes. Ceux-ci sont cons- 
titués par une longue chaine de mannoses liés en 1-4 sur lesquels 
sont greffés des galactoses accrochés au carbone 6 de certains 
mannoses suivant le schéma ci-dessous [in 43] : 


galactose galactose 
(1) ( | ) 
(6) (6) 


— (4) mannose (1) — (4) mannose (1) — (4) mannose (1) — 


Il faut penser que les anticorps anti-4 précipitables par les 
galactomannanes sont spécifiques soit d’un galactose terminal, soit 
du groupe galactose-mannose, soit de la chaine de mannoses liés 
en 1-4. Cette derniére possibilité est éliminée par le fait que le 
polyoside paratyphique B oxydé par l’acide periodique est encore 
capable de précipiter ces anticorps. Les mannoses liés en 1-4 sont 
détruils par cette oxydation et ne pourraient donc plus réagir avec 
les anticorps correspondants. Le réle du seul galactose terminal 
ne semble pas compatible avec les résultats de Heidelberger et 
Cordoba [12] qui n’ont pas obtenu de précipitations croisées avec 
d’aulres polyosides contenant des galactoses terminaux. De plus, 
il est incompatible aussi avec le fait que le polyoside oxydé par 
Vacide periodique élimine les anticorps correspondants, puisque 
Voxydation periodique devrait détruire tout galactose terminal. 
On est donc amené a admettre que le groupement déterminant 
commun a l’anligéne 4 et aux galactomannanes est constitué par 
le groupe galactose-mannose et, pour les mémes raisons que plus 
haut, que ce groupe doit étre précédé d’un autre sucre non oxy- 
dable par l’acide periodique ; seul parmi les sucres constitutifs 
du polyoside B, Vabéquose répond a ce critére puisqu’étant le 
3-6 didésoxy-D-galactose, lorsqu’il est lié en 1, il ne contient plus 
2 OH adjacents (Cf. techniques, p. 306). 


Nous proposons done pour l’anligéne 4 


4 le schéma : 


Ze 


Abéquose — galactose — mannose 


*< 
Discussion. 
Bien que l’on ait longtemps considéré les « antigénes » O, attri- 


bués aux Salmonella dans le tableau de Kauffmann-White, comme 
des molécules distinctes, les connaissances acquises actuellement 


322 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


en immunochimie permettent de penser qu'il s’agit en réalité de 
chaines latérales oligosidiques portées par une méme molécule. 
Ceci a d’ailleurs été démontré pour les antigenes 6 et 8 de 
S. newport 33a]; 1, 3, 19 de S. senftenberg [33 a; 1, 4 12 de 
S. paratyphi B [836] et 9 et 12 du_polyoside extrait de S. 
typhi [33 c]. En tenant compte de ce fait, nous avons résumé les 
résultats expérimentaux acquis dans cette étude et dans Ja pré- 


abéquose 
paratose z7hamnose rhamnose 
glucose ? glucose galactose glucose 
Q 2 9 4 
2 f 
{ 12 
S paratyphiA S. paratyphi B 
GROUPE A (1,2,12) GROUPE B ((1)4,5,12) 
gtyvélose E 
rhamnose abéquose ? 


GROUPE D (9,12) GROUPE Co (6,8) 


coli tose > colitose 


35=Oj) 01,735 
S. adelaide E. coli 0,84 
GROUPE P (35) E, colt 
Fic. 1. — Schéma indiquant les sucres connus comme responsables de ta 


spécificité de quelques antigénes 0 de Kauffmann-Wihite. 
Les chiffres représentent les antigénes 0 de Kauffmann-White. Les  chaines 
latérales des polyosides responsables de la spécificité de ces antigénes, ont été 
figurées par des « épines » qui sortent de la membrane des microbes, figurée 
par une ellipse encadrant Je nom du germe. Sur ces épines onl été inscrits les 
sucres dont nous avons déterminé le réle dans la spécificité de l’antigtne 0 qui 
le porte, ainsi que sa place (terminale ou non) sur la chaine polyosidique A 
laquelle il appartient. 


cédente [86], dans les schémas de la figure 1 ot les antigénes O 
de chaque Salmonella sont représentés sous forme d’épine por- 
tant les sucres connus comme responsables de leur spécificité. 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DES SALMONELLA 323 


Ceci n’exclut aucunement l’existence éventuelle d’autres chaines 

oligosidiques dans chacun de ces antigénes, ainsi que la présence 
d’éléments autres que les polyosides, comme l’un de nous l’a déja 
signalé [33]. ‘ 
A chacune de ces chaines oligosidiques correspondent dans certains 
immunsérums des anticorps susceptibles d’étre inhibés par le seul 
sucre terminal [anticorps anti-tyvélose (anti-9) des sérums de cheval 
anti-S, paratyphi B; anticorps anti-rhamnose (anti-12) de ces mémes 
sérums ; anticorps anti-glucose (anti-1) du sérum de cheval anti- 
S. paratyphi A; anticorps anti-glucose (anti-12) du sérum de lapin 
anti-S. typhi]. Ces anticorps sont parfois si peu nombreux que nous 
n’avons pu les mettre en évidence que par l’artifice des réactions 
croisées (anticorps anti-abéquose (anti-8) du sérum anti-S. newport), 
souvent méme, nous n’avons pas pu les déceler (anticorps anti-tyvé- 
lose (anti-9) du sérum anti-S. typhi de lapin ; anticorps anti-abéquose 
(anti-4) du sérum anti-S. paratyphi B de lapin ; anticorps anti-paratose 
(anti-2) des sérums anti-S. paratyphi A). 

Nous allons discuter séparément les perspectives que ces 
résultats ouvrent dans les deux domaines de : 

a) la bactériologie : classification des Salmonella ; 

b) Vimmunologie : importance des groupements apolaires dans 
la spécificité des sucres, réactions croisées et rdle de l’espéce 
dans la spécificité des anticorps. 


A. — BactrERIo.ocie. 
Classification des « Salmonella ». 


La classification des Salmonella dans le tableau de Kauffmann- 
White ne reposait, jusqu’é présent, que sur des bases purement 
sérologiques. L’étude de la constitution chimique d’une fraction 
de quelques-uns de ces antigenes apporte une nouvelle valeur 
a cette classification. Elle montre en particulier la signification 
réelle des groupes ainsi établis, puisqu’ils conticnnent souvent 
un didésoxyhexose qui leur est propre. Une étude systématique 
des Salmonella [24] permettra peut-étre de trouver les autres iso- 
méres des 3-6-didésoxyhexoses et d’autres sucres inconnus jus- 
qu’ici. La présence du méme abéquose (3-6 didésoxy-D-galactose) 
dans deux antigénes de groupes distincts (4 du groupe B et 8 du 
groupe C,) fait envisager une parenté de ces groupes plus ¢troite 
qu’elle n’apparaissait d’aprés le tableau de Kauffmann- White : 
elle explique en tout cas les faibles réactions croisées signalées 
déja par quelques auteurs [42]. 

La présence dans l’antigéne 12 de deux chaines oligosidiques, 
terminées l’une par le rhamnose et l’autre par le glucose, est en 
bon accord avec la complexité que les sérologistes ont reconnue 
a cet antigene (12,, 12,, 12,) sans que nous puissions actuellement 
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attribuer a l’un de ces sous-groupes lune ou l'autre des deux 
chaines oligosidiques. Soulignons d’ailleurs qu’il est fort possible 
que les antigénes 0 des Salmonella soient plus complexes que 
ne laisse prévoir le tableau de Kauffmann-White (comme on le 
sait déja pour l’antigéne 9 (39, 20}). Il se pourrait trés bien que 
correspondent a un seul antigene plusieurs chaines terminées par 
un méme sucre, sans que les expériences d’inhibition nous per- 
mettent de Jes découvrir. 


Quoi qu’il en soit, la connaissance de la constitution des chaines 
oligosidiques constituant, méme partiellement, les antigénes 
spécifiques des Salmonella, fait espérer pouvoir réaliser un jour 
la synthése des oligosides spécifiques et résoudre ainsi le pro- 
bléme posé depuis si longtemps aux immunologistes : la prépa- 
ration de sérums spécifiques ne contenant que des anticorps anti-9, 
anti-4, anti-12, etc. Ce probléme n’est résolu actuellement que 
par la saturation des sérums au moyen de Salmonella conve- 
nables, procédé long et fastidieux. La préparation d’antisérums 
spécifiques des sucres, ou des di- ou triholosides terminaux 
devrait apporter une solution plus élégante et plus rapide a ce 
probleme. 

Enfin, la possibilité de déterminer la constitution chimique de 
Vantigéne 1, dont nous savons déja qu'il contient un glucose ter- 
minal, est particuliérement intéressante. On sait en effet que cet 
anligéne n’est présent (au moins chez les Salmonella des groupes A, 
B et D) que sur les souches lysogénes pour le phage 1 [45]. Un tra- 
vai] en commun avec le D* Stocker est en cours en vue d’aboutir 
a la connaissance de sa constitution chimique. 


B. — ImMmuno.ocie. 


a) Réle des groupements apolaires dans la spécificité des sucres 
terminaux. — Lorsque l’on compare les résultats des expé- 
riences d’inhibition obtenus avec les 3-6 didésoxyhexoses, & ceux 
obtenus avec les hexoses, on est frappé, d’une part, par les 
petites quanlités qu’il est nécessaire de mettre en jeu (nous 
utilisons mg = 27 umol. de 3-6 didésoxyhexose contre 
40 mg = 220 umol. d’hexose, voisins des 300 pmol. utilisées par 
Kabat [48]) et, d’autre part, par la spécificité de ces 3-6 didésoxy- 
hexoses : en dehors du tyvélose dans le tableau IX, on peut dire 
en effet, que seul le sucre présent sur le polyoside est actif, les 
autres isomeéres étant inactifs. C’est déja ce que nous avions 
constaté avec le fucose et le rhamonse dans l’inhibition des anti- 
corps 12 [86], et ceci s’oppose aux résultats obtenus par nous 
et par les autres auteurs avec les hexoses : le sucre présent sur 
le polyoside est le plus actif, mais les autres isoméres posséedent 
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aussi une aclivité non négligeable. Ceci serait en bon accord avee 
la conception de Pauling rappelée derniérement par Marrack et 
Orlans (26] : « La spécificité de la combinaison doit dépendre de 
la distance entre un certain nombre d’atomes de Vantigéne ou 
du hapténe et la surface du site antigénique de Vanticorps. » Les 
groupes CH,, hydrophobes, des désoxysucres doivent étre beau- 
coup plus prés de la surface correspondante de Vanticorps que 
les CHOH, hydrophiles, seuls présents sur les autres sucres : 
ils peuvent contribuer ainsi 4 la plus grande spécificité des grou- 
pements déterminants auxquels ils appartiennent. 


b) Réactions croisées. — La mulliplicité des anticorps corres- 
pondant 4 un méme antigéne ne fait plus de doute depuis les 
travaux de Landsteiner, Heidelberger et Haurowitz [22]. Les études 
physico-chimiques réalisées depuis sur les antigénes artificiels 
par Talmage et ses collaborateurs [87], Karush et Eisen [49], 
Pressman et ses collaborateurs [80] ont confirmé et complété les 
conclusions des premiers auteurs. 

Cetle multiplicité est due, en partie, 4 la présence de plusieurs 
groupements déterminants distincts sur l’anligéne correspondant 
et, en partie, 4 la présence de plusieurs anticorps correspondant 
& un groupement unique. Elle explique le, mécanisme des réac- 
lions croisées : tout antigéne qui posséde un groupement déter- 
minant totalement ou partiellement semblable 4 Vun de ceux de 
l’antigéne homologue sera susceptible de s’unir avec la totalité, 
ou une partie, des anticorps auxquels le méme, groupement de 
Vantigene homologue a donné naissance. 

Les réactions croisées entre des polyosides naturels d’origine 
animale, végétale ou microbienne ont pu étre ainsi expliquées par 
la reconnaissance de groupements déterminants communs. tota- 
lement ou partiellement identiques [Cf. 18, 44, 44, 27). 

Dans la présente étude nous apportons de nouveaux exemples 
de réactions croisées. 

Nous avons constaté l’existence de chaines oligosidiques iden- 
tiques dans les polyosides extraits de S. adelaide et E. coli 
O 111 : B4 (qui sont immunologiquement si proches que seul le 
sérum de lapin anti-S. adelaide peut les différencier) et dans les 
polyosides extraits de S. typhi, S. paratyphi A et S. paratyphi B, 
qui contiennent en commun une partie de l’antigene 12 (12,, 12), 
12, dans S. typhi; 12,, 12, dans S. paratyphi B; 12,, 12, dans 
S. paratyphi A). 

Pour expliquer les réactions croisées observées entre les galac- 
tomannanes et le polyoside de S. paratyphi B, Vhypothése la plus 
compatible avec les résultats de loxydation periodique (Cf. p. 321) 
est de supposer que la chaine oligosidique mannose-galactose, 
présente sur le galactomannane, constitue une partie de la chaine 
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oligosidique qui porte la spécificité de l’antigeéne 4 sur le polyo- 
side extrait de la Salmonella: abéquose-galactose-mannose. La 
figure 2 exprime schématiquement le mode d’attachement des 
anticorps anti-4 avec les galactomannanes, ainsi que celui des 
anticorps anti-9 avec le mannane de la Jevure [86]. Nous ne con- 


ANTIGENES ANTICORPS 
REACTION HOMOLOGUE 


Polyoside de 
S. paratyphiB 


REACTION CROISEE anti 4 
“fo 
Galactomannane (Ma)— Ga 
») REACTION HOMOLOGUE 
Polyoside de 
S, typhi 
anti 


) 
(Stoub et TJine/li) 


Mannane de la 


levure 
Lactose 
anti lactose 
(Avery et coll.) 
Cellobiose 
Fic. 2. — Réactions croisées entre des chaines oligosidiques ne possédant que 


quelques sucres en commun. 


naissons pas d’autres exemples de telles réactions croisées entre 
polyosides naturels. Néanmoins, on pourrait peut-étre expliquer 
de la méme fagon la précipitation des anticorps anti-lactose 
(6-D-galactopyrannose 1-4 D-glucopyrannose) par le cellobiose 
(B-D-glucopyrannose 1-4 D-glucopyrannose) [fig. 2] observée par 
Avery, Goebel et Babers [4]. De plus, les récents travaux de 
Kabat [47] sur les anticorps anti-dextrane et de Karush [49} sur 
les anticorps anti-lactose ont montré que les anticorps anti-oligo- 
sides possédaient une affinité encore marquée pour Je deuxiéme 
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sucre de la chaine oligosidique auquel ils correspondent. Ces 
résultats montrent qu’il faut étre prudent dans l’interprétation des 
réactions croisées au moyen d’un polyoside de constitution connue. 
Un sucre terminal de ce polyoside peut trés bien s’unir a des 
anticorps correspondant a un oligoside sur lequel ce sucre n’est 
pas terminal. 

Infin nous avons établi que la trés faible réaction croisée 
observée entre le polyoside de S. paratyphi B et celui de S. new- 
port était due & la présence d’un abéquose terminal sur ces deux 
polyosides. Le fait qu’on ne puisse précipiter que 12 p. 100 des 
anticorps du sérum anti-S. paratyphi B par le polyoside newport 
(tableau XI), alors que 50 p. 100 de ces mémes anticorps sont 
susceptibles d’étre inhibés par lVabéquose, signe l’hétérogénéité 
de ces derniers anticorps. Cette hétérogénéité peut étre due A la 
présence de plusieurs chaines latérales différentes, toutes terminées 
par de l’abéquose, sur le polyoside de S. paratyphi B, dont l'une 
seulement de composition inconnue serait présente sur S. newport ; 
elle peut étre due aussi 4 la présence de plusieurs sortes d’anti- 
corps correspondant 4 la chaine abéquose-galactose-mannose 
indiquée sur la figure 1. Les anticorps anti-abéquose étant seuls 
capables de s’unir A une chaine abéquose-X-Y présente sur le 
polyoside de S. newport, soit parce que le sucre X n’est pas du 
galactose, soit parce que l’abéquose n’est pas lié a ce sucre de 
la méme facon que dans S. typhi (liaison a ou £), soit parce que 
labéquose terminal lui-méme se trouve sous une forme différente 
dans les deux Salmonella (pyranoside ou furanoside). Le fait 
qu'un méme sucre terminal ne détermine que de trés faibles 
réactions croisées entre deux polyosides (inobservables méme avec 
les sérums de lapins faiblement immunisés) n’est pas nouveau. 
On sait, en particulier, qu’il existe un fucose terminal sur les 
polyosides spécifiques des groupes sanguins A et H {2, 29] et, 
jusqu’a présent, on n’a pas observé de réactions croisées entre ces 
deux polyosides. 


c) Réle de Vespéce et de Vindividu sur le comportement des 
anticorps. — C’est un lieu commun de constater les différences 
entre la spécificité des anticorps fabriqués par deux animaux 
d’espéces différentes ou de méme espéce. Dans Je cas des sérums 
anti-S. typhi, ce fait a déja été souligné [84]. Ici la connaissance 
de la composition chimique partielle de quelques antigénes O du 
tableau de Kauffmann-White apporte de nouvelles données sur 
ces différences. 

La réaction croisée entre S. newport et S. paratyphi B n’a pu 
étre étudiée qu’avec les sérums de cheval qui seuls étaient préci- 
pités par le polyoside hétérologue. La trés faible agglutination 
croisée de nos sérums de lapin était due 4 une longue immuni- 
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sation ; chez des animaux immunisés plus faiblement, on n’ observe 
pas en général de réaction croisée, ce qui explique l’individualité 
des antigénes 4 et 8 (tous deux possédant un abéquose terminal) 
dans le tableau de Kauffmann-White. Si donc on accepte la 
seconde explication proposée pour la réaction croisée partielle 
entre ces antigénes (abéquose, seul sucre commun entre les deux 
chaines oligosidiques), il faut penser que le cheval fabrique plus 
facilement que le lapin les anticorps spécifiques du sucre ter- 
minal. Ceci serait aussi en bon accord avec Je fait quil est en 
général plus facile d’inhiber par le seul sucre terminal la préci- 
pitation des anticorps de cheval que celle des anticorps de lapin 
(tableaux II et IV). Ceci expliquerait enfin l’impossibilité d’ obtenir 
des sérums spécifiques anti-E. coli chez le cheval, méme apres 
une courte immunisation, alors que c’est chose facile chez le 
lapin [23]. On a constaté en effet que deux espéces distinctes de 
E. coli (0111: B4 et 055: B5) possédaient le méme colitose 
terminal [24]. 

Les variations 4 l’intérieur d’une méme espéce, illustrées encore 
récemment par Kabat [47] a propos des anticorps anti-dextrane, 
se retrouvent dans cette étude, puisque les résultats de |’inhibition 
par les différents sucres simples sont absolument différents entre 
les deux sérums de cheval anti-S. typhi (tableau II) ainsi qu’entre 
les deux sérums de cheval anti-S. paratyphi B (tableau IV). 


R&EsUME. 


L’étude de Vinhibition au moyen de sucres simples des préci- 
pitations homologues et croisées des sérums anti-Salmonella par 
les polyosides spécifiques extraits de ces germes a permis d’établir 
la nature des sucres terminaux partiellement responsables de la 
spécificité des antigénes 1, 2, 4, 8, 9, 12 et 35 du schéma de 
iNauffmann-White. 

Parmi ces sucres, les 3-6 didésoxyhexoses, récemment décou- 
verts, jouent un role prépondérant. Le réle du tyvélose (3-6 didé- 
soxy-D-mannose) dans Ja spécificité de l’antigéne 9 du groupe D 
a été confirmé ; abéquose (8-6 didésoxy-D-galactose) joue le méme 
role a l’extrémité de lantigeéne 4 du groupe B, le colitose 
(3-6 didésoxy-L-galactose) a l’extrémité de l’antigéne 35 du 
groupe P. 

La complexité immunologique de l’antigéne 12 (12,, 12,, 12,) 
se traduit par Ja présence de deux chaines latérales terminées 
l'une par le rhamnose et l’autre par le glucose. 

On a discuté le réle du paratose (3-6 didésoxy-D-glucose) ter- 
minal dans la spécificité de l’antigéne 2 des Salmonella du 
groupe A, ainsi gue celui de Vabéquose terminal de l’antigéne 8 
du groupe C, et l’on a établi le role de cet abéquose terminal 
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dans les trés légéres réactions croisées observées parfois entre 
Vanligéne 4 du groupe B et l’antigéne 8 du groupe C,. 

L’étude de la précipitation croisée des sérums anti-S. para- 
typhi B par les galactomannanes a permis d’attribuer a l’anti- 
gene 4 la chaine oligosidique suivante : abéquose-galactose- 
mannose, 

La portée de ces résultats a été discutée du point de vue bac- 

tériologique (tableau de Kauffmann-White) et immunologique : 
role des groupements polaires ou non dans la spécificité des 
sucres terminaux, réactions croisées, role de l’espéce et de Vindi- 
vidu sur la spécificité des anticorps. 
_ En conclusion, ces résultats permettent d’apporter des bases 
chimiques a Ja classification de Kauffmann-White, établie sur des 
données purement sérologiques, et d’expliquer le mécanisme de 
certaines réactions croisées observées entre les Salmonella. Ils 
laissent entrevoir la possibilité d’une nouvelle méthode de prépa- 
ration des sérums spécifiques, moins fastidieuse que les absorp- 
tions utilisées actuellement. 


Nous tenons a remercier le D’ Bonnefoi (Chef du Service des 
Vaccins, Institut Pasteur, Paris) pour l’intérét qu’il a pris a ce 
travail, le D™ Davies (Microbiological Station, Porton, Angleterre) 
4 qui nous devons les polyosides de S. niloese et S. newport, le 
professeur Hough (University of Bristol, Angleterre) qui nous a 
donné les galactomannanes de la luzerne et du tréfle, le professeur 
Kauffmann (Centre International des Salmonella, Copenhague) 
pour la souche de FE. coli et pour lintérét quil a pris a ce 
travail, M. R. Lamy (Institut Pasteur, Paris) quia dirigé l’immu- 
nisation des chevaux, le professeur Lederer (Institut de Biologie 
physico-chimique, Paris) 4 qui nous devons l’ascarylose et le tyvé- 
lose synthétique, le D™ Le Minor (Institut Pasteur, Paris) qui nous 
a fourni la plupart des souches, le sérum de cheval anti-E. colt 
et les renseignements bactériologiques qui nous furent précieux, 
enfin le D® Stocker (Lister Institute, Londres) qui nous a fourni 
les germes secs de S. paratyphi A var. durazzo. 


SUMMARY 


IMMUNOLOGICAL sTUDIES ON Salmonella. 


\. RoLe OF CERTAIN SUGARS, PARTICULARLY 3-6 DIDESOXYHEXOSES, 
IN THE SPECIFICITY OF ICXAUFFMANN-WHITE O ANTIGENS. 


Studies of inhibition by simple sugars of homologous and cross 
precipitations of anti-Salmonella sera by specific polysaccharides 
allow us to establish the nature of the terminal sugars, partially 
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responsible for the specificity of 1, 2, 4, 8, 9, 12 and 35 Iaufl- 
mann-White O antigens. 

Amongst these sugars the newly discovered 3-6 didesoxyhexoses 
play a preponderant role. The role of tyvelose (3-6 didesoxy-D- 
mannose) in the specificity of group D antigen 9 has been con- 
firmed ; abequose (3-6 didesoxy-D-galactose) plays the same role 
at the end of group B antigen 4, as well as colitose (3-6 didesoxy- 
L-galactose) at the end of group P antigen 35. 

The immunological complexity of antigen 12 (12,, 12,, 12s) 
corresponds with the presence of two side chains, one terminating 
in rhamnose, the other in glucose. 

The role plaid by the terminal paratose (8-6 didesoxy-D-glucose) 
in the specificity of group A antigen 2 is discussed as well as 
the role of the terminal abequose in group C, antigen 8. The 
role of this abequose in the very weak cross precipitations some- 
limes observed between group B antigen 4 and group C, antigen 8 
is established. 

The study of the cross precipitations of anti-S. paratyphi B sera 
by galactomannans allows us to deduce the presence of the oligo- 
saccharidic chain « abequose-galactose-mannose » in antigen 4. 

The importance of these results is discussed both from the 
bacteriological (Kauffmann-White table) and the immunological 
point of view (role of polar and apolar groups in the specificity 
of terminal sugars, cross reactions, role of species and individual 
on antibodies specificity). 

In conclusion ; These results afford some chemical basis to the 
Kauffmann-White table, established only on serological data ; 
they explain the mechanisms of some cross reactions between 
Salmonella ; they suggest that it would be possible to prepare 
specific sera by a method less cumbersome than the present 
absorption methods. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Avery (O.T.), Gorpex (W. F.) et Basers (F.H.). J. exp. Med., 
1932, 55, 769. — Gorper (W. F.) Avery (O. T.) et Basrrs (F. H.). 
As Gps Med., 1934, 60, 599. 

[2] Bray (H. G.), Heyry (H.) et Stacey (M.). Biochem. J., 1946, 40, 
124, 

[3] Compes (R.), Straus (A. M.) et Le Minor (L.). Ann. Inst. Pasteur, 
ISS, Gh, 79. 

[4] Courtors (J.). Exp. Ann. Bioch. Med., 1948, 9, 225. — Firury (P.) 
et Courrors (J.). 8 Conseil de Chimie Solvay. A. Stoops, édit., 
Bruxelles, 1950, 270. 

[5] Davies (D. A. L.). Biochem. J., 1955, 59, 700. 

[6] Davigs (D. A. L.), Straus (A. M.), FRoMME (I.), Ltipertrz (O.) et 
Westruar (O.). Nature, 1958, 484, 222. 


[7] 


[8 

(9 
f40 
[44 
[42 
F413 
[44 


[As 
[416 


[47 


[18 


[19] 


[20 
[24 


[22] 


[23 


[24] 


[25 


[26] 


[27 
[28 
[29 
[30 
[34 
[32 


(33 


[34 


[35 
[36 


| 


| 
] 
J 
] 
] 


] 
] 


—— 


lommad 


] 
] 


a 


] 
] 
] 
J 
] 


fl: 


] 
] 


= 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DES SALMONELLA 331 


Fouqury (C.), Leperer (E.), Liiperitz (O.), Potonsxy (J.), Straus 
(A. M.), Stirm (S.), Tivenui (R.) et Westpma (0.). C. R. Acad. 
Sci., 1958, 246, 2417. 

FouquEy (C.), Poxonsky (J.), Leperer (E.), Wesrpnan (O.) et 
Liperirz (O.). Nature, 1958, 182, 944. 

Fouqury (C.), Potonsxy (J.) et Leperer (E.). Bull. Soc. Chim. 
biol., 1958, 40, 315. 

FREEMAN (G.G.). Biochem, J., 1942, 36, 340. 

Goopman (J. W.) et Kapar (E. A.). Feder. Proc., 1957, 16, 415. 

HEIDELBERGER (M.) et Corpopa (F.). J. exp. Med., 1956, 104, 375. 

HEWELBERGER (M.). Ann. Rev. Biochem., 1956, 25, 641. 

HEWELBERGER (M.) et coll. J. Immunol., 1957, 78, 419, 427 et 431 ; 
J, Am; Chem, Soc., 1958, 80), 113) 116 7e 135: 

Isexr (S.) et KAsHrwaci (K.). Proc. Jap. Acad., 1955, 34, 558. 

Jones (J. K.N.) et Perry (M.B.). J. Am. chem. Soc., 1957, 79, 
2787. 

Kagpat (E. A.). Revue Hématol., 1957, 12, 606; J. cell. comp. 
Physiol., 1957, 50, Suppl. 1, 79. 

Kapat (i. A.). J. Am. chem. Soe., 1954, 76, 3709. 

Karusu (F.). Trans. N. Y. Acad. Sct., Sect. IJ, 1958, 20, 581. 

'W. Knapp. Z. Bakt. Or. I, 1955, 164, 57. 

KAuFrMAnn (F.), Ltiperrrz (O.), Stieruin (H.), Westrenan (O.) [en 
préparation]. 

LANDSTEINER (K.). The specificity of serological reactions, Havard 
Univ. Press., 1946. 

Le Minor (L.) [communication personnelle |. 

Liperitz (O.) et Sraus (A. M.) [résultats inédits]. 

Liiperirz (O.), Straus (A.M.), Stim (S.) et WesrpHan (0.). Bio- 
chem. Z., 1958, 330, 193. 

Marrack (J. R.) et Ortans (E.8.). Progress in Stereochem., 1958, 
2, 228. 

Mc Canty (M.) et Lancerietp (R. C.). J. exp. Med., 1955, 402, 11. 
— Mc Carty (M.). Ibid., 1956, 104, 629. 

Mixutaszex (E.). Bull. Acad. Pol. Sci., 1954, 44, 101 et Ann. Inst. 
Pasteur, 1956, 94, suppl., 40. 

Morcan (W.T. J.) et Warxins (W.). Brit. J. exp. Path., 1953, 
84, 94. 

Nisonorr (A.) et Presssman (D.). J. Immunol., 1958, 80, 417. 

Pon (G.) et Straus (A. M.). Bull. Soc. Chim. biol., 1952, 34, 1132. 

Pon (G.). Thése Fac. Pharm., Paris, 1953. — Pon (G.) et Straus 
(A. M.). Bull. Soc. Chim. biol., 1955, 37, 1283. 

a) Meyer (K.). Ann. Inst. Pasteur, 1939, 62, 282 ; b) Naxaya (R.) 
et Fuxumi (H.). Jap. J. med. Sci., 1953, 6, 17 ; c) Sraus (A. M.). 
Ann. Inst. Pasteur, 1954, 86, 618. 

Straus (A. M.) et Davarnpanan (C.). Ann. Inst. Pasteur, 1956, 94, 
338. 

Straus (A. M.) et Pon (G.). Ann. Inst. Pasteur, 1956, 90, 441. 

Straus (A. M.) et Tinexi (R.). Bull. Soc. Chim. biol., 1957, 39, 
suppl. I, 66. 


332 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


[36a] Straus (A.M.), Tinetur (R.), Wesrpnan (O.) et Liipenitz (O.). 


[37] 
[38] 


[39] 
[40] 


[44] 


[42] 
[43] 


Vie Congrés Microb., Stockholm, 1958, p. 115. — WesrpHar 
(O.), Liiperirz (O.), Stim (S.), Straus (A. M.) et Tinetiu (R.). 
Idib., p. 98. — Tivexii (R.) et Straus (A. M.). IV® Congrés Chim. 
biol., Vienne, 1958, p. 194. 

Tatmice (D. W.). J. Cell. comp. Physiol., 1957, 50, suppl. 1, 229. 

Tivetxi (R.) et Sraus (A. M.). Bull. Soc. Chim. biol. (en prépara- 
tion). 

Urraxe (H.) et Naxamo (W.). Jap. Med. J., 1949, 2, 109. 

Westpuan (O.), Liiperrrz (O.) et Bister (F.). Z. Naturforsch., 1952, 
7b, 148. — Wesrpnart (O.), Liierirz (O.), E1cHENBERGER (E.) 
et KEemERLING (W.). Ibid., 1952, 7b, 536. 

WestpHaL (O.). Angew. Chem., 1952, 64, 314. — WestpHar (O.), 
Liiperitz (O.), FRomMe (1.) et Josep (N.). Angew. Chem., 1953, 
65, 555. — WestpHan (O.) et Liiperrrz (O.). Angew. Chem., 
1954, 66, 407. 

Wuire (B.). Report Med. Res. Counc., 1926, 4103, 99. 

Wauistter (R.L.) et Smarr (C.L.). Polysaccharide Chemistry, 
Acad. Press N. Y., 1953. 


DETOXICATION ET PURIFICATION 
DU SERUM ANTI-VIRUS DE CARRE EQUIN 
OBTENU PAR INJECTION D’ORGANES VIRULENTS 
DE FURET 


par F. YEU et P. RECULARD (©) 
(avec la collaboration technique de D. PAVAGEAU et J.-M. BOUTRY). 


(Institut. Pasteur, Annexe de Garches) 


Le sérum anti-virus de Carré préparé a 1|’Institut Pasteur sur Je 
cheval, au moyen d’organes virulents de furet, s’est avéré, aprés 
plusieurs mois d’injections d’entretien, toxique pour le chien. 
Cette toxicité se manifeste sous forme de larges cedémes, de 
placards hémorragiques, d’escarres au point d’injection, et 
entraine quelquefois la mort de l’animal. 

Néant, dans une communication a la Société Vétérinaire Pra- 
tique [4], a exposé une technique permettant de neutraliser le 
pouvoir toxique de ce sérum hétérologue en y adjoignant, juste 
avant l’injection, dans la seringue méme, une égale quantité de 
sérum anti-virus de Carré homologue. Dans 22 cas traités par ce 
mélange, Néant n’a observé aucun des accidents décrits ci-dessus. 
D’aprés cet auteur «il semble qu’il existe dans le sérum hétéro- 
logue anti-virus de Carré une substance toxique — sans rapport 
avec une substance anaphylactisante — qui se trouve inhibée par 
adjonction de sérum homologue ». 

Au terme de cette communication, Nicol conclut: « Au fur 
et & mesure que Vhyperimmunisation de nos chevaux se prolon- 
geait, des propriétés nouvelles et inattendues étaient apparues dans 
le sérum ; alors que le cobaye le supportait toujours 4 haute dose, 
i] était devenu toxique pour le chien et pour le chien seul... Que 
s’était-il passé ? Le sérum était devenu « anti-chien », parce que 
la parenté zoologique entre le furet et le chien était plus proche 
que nous ne Il’avions supposé. Les réactions sont dues 4 |’appa- 
ration dans Je sérum d’un anticorps spécifique. D’autres sérums 
hétérologues d’origine équine, sérum antitétanique et antidiphté- 
rique, par exemple, ne donnent chez le chien rien de semblable ». 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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La technique d'utilisation de ce sérum hétérologue toxique, 
communiquée par Néant, présente, cerles, un grand intérét ; mais 
il était indispensable que des recherches soient poursuivies afin 
d’oblenir, d’une part, un sérum hétérologue non toxique et, 
d’autre part, la détoxication du sérum toxique. 

Comme l’annonce Nicol au cours de la discussion issue de 
cette communication, un nouveau sérum anti-virus de Carré hété- 
rologue, aussi actif que le précédent, a été obtenu 4 Vaide d’un 
antigéne avianisé; ce sérum ne provoque plus de phénoméne 
toxique chez le chien. 

Notre role fut d’étudier ]a détoxication du sérum anti-virus de 
Carré hétérologue toxique. 

Depuis longtemps, de nombreux auteurs avaient observé l’action 
protectrice des sérums homologues vis-a-vis de certains phéno- 
ménes toxiques ; c’est ainsi que Wells [2], dés 1906, constatait 
que le sérum de chien inhibe l’autolyse du foie de chien a un trés 
haut degré, et que cette propriété est détruite par un chauffage 
a 80°, pendant trente minutes. Ces observations ont été confirmées 
par Longcope [3], en 1908; cet auteur constatait de méme que 
lalbumine de l’ceuf posséde un faible pouvoir protecteur. Le 
sérum des femelles pleines serait plus efficace que le sérum d’indi- 
vidus normaux; c’est ainsi que Willheim et Szandicz [4] ont 
constaté que les sérums des femelles gravides ont, seuls, une 
action empéchante spécifique sur la dégradation autolytique des 
cellules placentaires non chauffées. 


Jaumain, en 1923 [5], a obtenu la détoxication d’un sérum de 
beeuf, en mélangeant ce dernier, A parties égales, au sérum d’un 
animal sensible, le cobaye ; ce mélange est maintenu a l’étuve 
durant deux heures, puis a Ja glaciére durant une nuit ; la fraction 
liquide obtenue par centrifugation ne provoque plus d’accidents 
toxiques. ‘L’injection au cobaye du précipité émulsionné dans l’eau 
physiologique n’apporte aucune réaction. Si l’on remplace le 
sérum de cobaye par de l’eau physiologique, l’animal meurt cing 
a dix minutes aprés Vinjection du mélange. 

Jaumain signale d’autre part que le sérum de cobaye, chauffé 
4 56°, perd en grande partie son pouvoir protecteur. 

Si les résultats obtenus par Jaumain et Néant sont identiques, 
il faut cependant souligner que la technique mise au point par 
ce dernier auteur est infiniment plus rapide et plus pratique. 


De nombreux auteurs ont étudié l’atténuation ou la perte de 
Ja toxicité sous l’action de différents facteurs physico-chimiques ; 
on sait depuis fort longtemps que la toxicité d’un sérum s’atténue 
par vieillissement, par chauffage, par congélation suivie de 
décongélation (Osborne [6]), par action du vide (Lumiére et 
Couturier [7]). Wells [2], Lumiére et Grange [8] constatent une 
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attenuation de la toxicité lorsqu’on éléve le pH. Doerr et Pick [9], 
Aronson {40} signalent Ja disparition des phénoménes toxiques 
par action de certaines substances adsorbantes. Selon d'autres 
auteurs, Valcool, l’éther, certains organes broyés, ainsi que la 
dialyse ou la filtration sur bougie, apporteraient une atténuation 
ou une disparition de la toxicité. 

Au cours de nos essais personnels sur d’autres sérums, nous 
avions constaté que, si certaines protéines anticorps demeuraient 
stables sous l’action de la chaleur, ou des variations de pH, ou 
de certaines substances adsorbantes, d'autres protéines anticorps, 
contenues dans le méme sérum, étaient par contre labiles. 

Nous avons étudié successivement sur le sérum anti-virus de 
Carré toxique : le fractionnement par le sulfate d’ammoniaque, 
action de la chaleur, puis l’action en milieu alcalin de divers 
charbons actifs (1). 

Les échantillons obtenus ont été titrés par la technique de dévia- 
tion du complément, vis-a-vis de deux antigénes différents : virus 
extrait de rates de furets infectés, et virus avianisé récolté sur 
membranes chorio-allantoidiennes d’ceuf de poule. 

Les essais de toxicité ont été effectués sur le chien par injection 
intradermique de 0,25 cm’ de chaque échantillon ; nous avons pu 
comparer ainsi sur un méme animal, les réactions provoquées par 
des sérums obtenus au cours de différents essais, aux phénoménes 
toxiques du témoin. Lorsque la réaction intradermique était nulle, 
nous contrdlions alors l’atoxicité de I’échantillon par injection 
sous-cutanée de 10 cm*. En dernier lieu, nous avons éprouvé sur 
le furet le pouvoir neutralisant du sérum détoxiqué, vis-a-vis du 
virus. 


I. — FRACTIONNEMENT PAR LE SULFATE D’ AMMONIAQUE. 


Dés 1953 nous avions déterminé le pourcentage en poids de 
SO,(NH,),, qui précipite la totalité des anticorps anti-virus de 
Carré ; nous avions effectué les fractionnements par 8, 10, 12, 
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 p. 100 en poids de SO,(NH,),, 
4 pH 6,4-6,6. Les précipités et les surnageants correspondants 
avaient été titrés, aprés dialyse, par la technique de conglutina- 
tion (2). Les résultats montraient qu’A 28 p. 100 de SO,(NH,),, 


(1) Nous exprimons tous nos remerciements aux Etablissements 
CECA, qui ont mis gracieusement a notre disposition différents échan- 
tillons d’Acticarbone. 

(2) Nous exprimons toute notre gratitude A notre collégue le 
D™ R. Corvazier qui, avec la collaboration du Dt E. Lasfargues, a adapté 
la technique de conglutination au titrage du virus de Carré (« La 
conglutination, méthode de détection du virus de Carré», C. R. Soc. 
Biol., 1952, 146, 676) et a effectué tous ces titrages. 
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la totalité des anticorps anti-virus de Carré était entrainée dans 
le précipilé et constituait ce que nous appelons la « fraction 
anticorps » (fig. 1 et 2). 


Il. — AcTIoN DE LA CHALEUR. 


Le chauffage a 62° du sérum brut dilué au 1/2 produit une 
opalescence ; l’injection intradermique de 0,25 cm* de ce sérum 
opalescent provoque de fortes réactions cutanées, mentionnées 
dans le tableau I. 

‘La présence de 7 p. 100 de SO,(NH,),, au cours du chauffage 
4 62°, durant trente minutes, permet d’obtenir un sérum limpide, 
mais dont le pouvoir irritant demeure (tableau II). 


III. — Action DES « CHARBONS ACTIFS )). 


Nous avons étudié le pouvoir adsorbant de charbons actifs de 
différentes qualités : 2S, 3S, SA, 2SA; tous les essais ont été 
effectués dans les mémes conditions: aprés dilution du sérum 
brut au 1/2, puis addition de 10 p. 100 en poids de SO,(NH,),, 
on fait agir le kaolin et le charbon 4 proportions égales, a pH 8,7, 
durant trente minutes a 62°. 

Les essais different par la qualité et par la quantité de charbon ; 
certains ont subi, aprés l’action du charbon, le fractionnement par 
28 p. 100 en poids SO,(NH,),, a pH 6,6. 


Fic. 1, — Electrophorése, aprés dialyse, des fractions de sérum anti-virus de 
Carré, précipitées, et non précipitées par différents pourcentages de SO,(NH,),: 
1. Sérum brut anti-virus de Carré; 2. Fraction non précipitée par 14 p. 100 
en poids de SO,(NH,),; 3. Fraction précipitée par 14 p. 100 en poids de 
SO,(NH,), ; 4. Fraction non précipitée par 16 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 
3. Fraction précipitée par 16 p. 100 en poids de SO,(NH,),; 6. Fraction non 
précipitée par I8 p. 100 en poids de SO,NH,),; 7. Fraction précipitée par 
18 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 8. Fraction non précipitée par 20 p. 100 en 
poids de SO,(NH,), ; 9. Fraction précipitée par 20 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 
10. Fraction non précipitée par 22 p. 100 en poids de SO,(NH,),; 11. Fraction 
précipitée par 22 p. 100 en poids de SO,(NH,),. 
Fic. 2. — Electrophorése, aprés dialyse, des fractions de sérum anti-virus de 
Carré, précipitées, et non précipitées par différents pourcentages de SOV(NED) ae 
12. Fraction non précipitée par 24 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 13. Fraction 
précipitée par 24 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 14. Fraction non précipitée par 
26 p. 100 en poids de SO,(NH,),; 15. Fraction précipitée par 26 p. 100 en 
poids de SO,(NH,),; 16. Fraction non précipitée par 28 p. 100 en poids de 
SO,(NH,),; 17. Fraction précipitée par 28 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 
18. Fraction non précipitée par 30 p. 100 en poids de SO,(NH,), ; 19. Fraction 
précipitée par 30 p. 100 en poids de de SO,(NH,), ; 20. Fraction non précipitée 
par 32 p. 100 en poids de SO,(NH,),; 21. Fraction précipitée par 32 p. 100 
en poids de SO,(NH,),; 22. Sérum brut anti-virus de Carré. 
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Tasteau I. — Sérum chauffé a 62°. 
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Tasteau IJ. — Sérum chauffé a 62° en présence de 7 p. 100 
de SO,(NH,),. 


TasLteau III. — Charbon 2S: 5 g par litre 
Sans fractionnement et aprés fractionnement par SO,(NH,).. 
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‘Les réactions, aprés injections intradermiques des sérums ainsi 
obtenus, sont résumées dans les tableaux III et IV. 

Le sérum obtenu aprés fractionnement s’avére moins toxique 
que le sérum n’ayant pas subi ce fractionnement, A l’exception 
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de Diane, qui n’a cependant donné qu’une simple induration aprés 
cent vingt heures. 

D’apres les résultats mentionnés dans les tableaux III et IV, 
nous pouvons conclure que : 

a) L’action détoxiquante du charbon 2S est sensiblement iden- 
tique a celle du charbon 388. 

b) Les sérums fractionnés par 28 p. 100 de SO a(NH,), se sont 
montrés moins toxiques sur les trois chiens d’expérience que les 
sérums non fractionnés. 


Tasteau IV. — Charbon 3S: 5 g par litre. 
Sans fractionnement et aprés fractionnement par SO,(NH,),. 
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Tasteau V. — Charbons SA et 2SA: 5 g par litre et 10 g par litre. 
Avec fractionnement par SO,(NH,),. 


Les résultats groupés dans le tableau V montrent que, si dans 
utilisation des charbons neutres SA, 2SA les facteurs qualité et 
quantité ne jouent qu’un faible réle, le pouvoir détoxiquant de 
ces charbons est cependant supérieur a celui des charbons 2S et 
3S. Il faut remarquer que l'utilisation de certains charbons offre 
de grandes difficultés pratiques (filtration, légére opalescence...) ; 
nous avons choisi Je charbon SA, qui, dans les proportions de 
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5 p. 1 000, nous a permis d’obtenir un sérum totalement détoxiqué, 
parfaitement limpide, de préparation simple. , 

Si l’action séparée de chacun des facteurs étudiés ne détoxique 
que partiellement le sérum, Vassociation de tous ces facteurs 
permet une détoxication totale. 

Le fait que le fractionnement par 28 p. 100 de SO,(NH,), soit 
indispensable pour obtenir un sérum totalement détoxiqué permet 
de penser que les protéines toxiques seraient réparties a la fois 
sur la « fraction anticorps » et sur la « fraction non anticorps » : 
les protéines toxiques de la « fraction anticorps » étant thermo- 
labiles et sensibles a l’alcalinité et aux adsorbants ; celles de la 
« fraction non anticorps » restant stables vis-a-vis de ces mémes 
agents physico-chimiques et conservant leur caractére toxique. 
Cela explique la nécessité d’éliminer la « fraction non anticorps » 
et de poursuivre la détoxication sur la « fraction anticorps » 
seule. 

Pour détoxiquer le sérum anti-virus de Carré équin, obtenu 
& partir d’organes virulents de furet, nous avons adopté la tech- 
nique suivante : 

La «fraction anticorps » est obtenue en précipitant le sérum 
brut dilué au 1/2 par 28 p. 100 en poids de SO,(NH,)., 4 pH 6,4- 
6,6; ce précipité est repris par de l’eau distillée de maniére 
a obtenir une solution d’anticorps contenant 10 p. 100 en poids 
de SO,(NH,)3. 

En présence de 5 p. 1000 de kaolin et de 5 p. 1000 de char- 
bon SA, on chauffe le sérum durant trente minutes a 62°, le pH 
élant ajusté a 8,7. Aprés filtration les anticorps sont A nouveau 
précipités par addition de 18 p. 100 en poids de SO,(NH,),. Le 
précipité donne, apres dialyse, un sérum que lon traite par un 
gel de phosphate tricalcique [44]. Ce sérum détoxiqué et purifié 
est parfaitement limpide et filtre aisément a travers une membrane 
stérilisante ; injecté par voie sous-cutanée sous le volume de 
10 cm’, i] ne provoque plus de phénoméne toxique chez le chien ; 
il neutralise, par centimétre cube, 20 000 doses minima mortelles 
de virus pour le furet. Le titre de ce sérum est environ le double 
de celui du sérum brut, leurs taux en protéines étant trés voisins ; 
Je taux de purification est donc sensiblement égal A 2; le rende- 
ment est de 50 p. 100 environ. 

L’image électrophorétique du sérum anti-virus de Carré ainsi 
cbtenu est sensiblement identique a celle d’un sérum purifié anti- 
diphtérique ou antitétanique. Toutefois, dans le cas du sérum 
anti-virus de Carré, la tache des globulines anticorps est située au 
niveau de la globuline T de van der Scheer, tandis que les anti- 
corps ayant subi l’action enzymatique de la pepsine migrent A la 
vitesse des y-globulines ; cette propriété est particuligrement mise 
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Fic. 3. — Electrophorése : 1. Sérum brut anti-virus de Carré. 2. Fraction de 


sérum anti-virus de Carré, précipitée par 28 p. 100 en poids de SO,(NH,), 
(fraction anticorps), dialysée ; 3. Fraction de sérum non précipitée par 28 p. 100 


en poids de SO,(NH,), (fraction non-anticorps) dialysée ; 4. Sérum anti-virus de 
Carré, purifié, non détoxiqué ; 5. Sérum anti-virus de Carré, purifié, détoxiqué ; 


6. Sérum antidiphtérique purifié (ayant subi l’action enzymatique de la pepsine) ; 
7. Sérum antidiphtérique purifié a partir du complexe antigéne-anticorps (ayant 
subi l’action enzymatique de la pepsine). 
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en évidence dans le cas du sérum antidiphtérique purifié a partir 
du complexe antigéne-anticorps [42, 13}. 

Notons que |’électrophorése sur papier ne nous a pas permis 
de suites au cours de nos essais, un sérum demeuré toxique 
apres traitement, dun sérum totalement détoxiqué (fig. 8). 


R&suME. 


Le sérum anti-virus de Carré équin obtenu par injection 
d’organes virulents de furet s’est avéré toxique pour le chien 
plusieurs mois aprés le début de sa préparation. Nous avons 
réalisé la détoxication et la purification de ce sérum par action 
du charbon activé SA, a pH 8,7, 4 62°, sur la fraction de sérum 
précipitée par 28 p. 100 en poids de SO,(NH,)z. 

Cette technique nous a permis d’obtenir un sérum purifié et 
détoxiqué, avec un rendement de 50 p. 100 environ et un taux 
de purification voisin de 2. 


SUMMARY 


DETOXICATION AND PURIFICATION OF HORSE ANTI-CARRE VIRUS SERUM, 
OBTAINED AFTER INJECTION OF FERRET VIRULENT ORGANS. 


This serum has proved virulent for dogs several months after 
iis preparation. The authors have carried out its detoxication 
and purification by means of activated SA carbon, at pH 8,7 and 
62°, using the serum fraction precipitated by 28 °/, (dry weight) 
of SO,(NH,).. 

With this technique it is possible to obtain a purified and 


detoxified serum with a yield of about 50 °/, and a purification 
titre of about 2. 
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CULTURE DU VIRUS DE LA VACCINE 


Il. — CULTURE DU VIRUS DE LA VACCINE 
SUR CELLULES EPITHELIALES DE REIN DE VEAU EN COUCHE MONOCELLULAIRE 


par P. SUREAU et E.R. BRYGOO (*) 
(avec la collaboration technique de RAZAFIMAHATRATRA). 


(Institut Pasteur de Madagascar {Directeur : J. Courvurier)) 


Nous poursuivons l’étude de la multiplication du virus vaccinal 
en culture de tissus dans le but d’obtenir un vaccin antivariolique 
dégagé des servitudes qui sont celles de tout vaccin vivant, pro- 
duit par inoculation 4 l’animal. 

Apres avoir ulilisé des cultures de cellules épithéliales de rein 
de lapin [4] nous employons maintenant le rein de veau. Le 
vaccin jennérien étant traditionnellement préparé sur jeune bovidé 


(génisse, ou bufflon, ou jeune zébu), il est plus logique d’utiliser 
des cultures de tissus de bovin que des cultures de tissus de 


lapin ; d’autre part, si l’on veut obtenir une quantité importante 
de cultures cellulaires en vue de la production de vaccin, le rein 
de veau présente, de par son volume, un avantage évident. 

‘Le développement du virus vaccinal sur culture de cellules de 
rein de veau a été étudié par Warren et Cutchins {2}, qui ont 
montré que le virus se multiplie rapidement et produit un effet 
cytopathogéne au cours de passages répélés. Les mémes auteurs 
ont proposé d’utiliser cet effet cytopathogéne pour effectuer le 
titrage du vaccin antivariolique [8]. Enfin, Dostal [4] .a utilisé des 
cultures de cellules trypsinées de rein de veau pour préparer un 
vaccin antivariolique exempt de germes. 


I. — TECHNIQUES, MATERIEL ET METHODES. 


1° PREPARATION DU TISsU. — Les reins sont prélevés { l’aballoir sur 
des veaux sains, aussitét aprés l’abattage. Aprés dissection, la corticale 
est hachée aux ciseaux et les fragments lavés trois fois dans une solu- 
tion de P. B.S. (P. B. S. incomplet, sans chlorure de calcium ni chlo- 
rure de magnésium [5]). 


9° TrypsinaTiIon. — Les fragments de corticale sont transvasés dans 
une fiole Fourneau de 500 ml et recouverts de trois fois leur volume 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1958. 
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d’une solution de trypsine (Mann 1/300) & 0,25 p. 100 dans le P. B.S., 
préalablement réchauffée 4 37° (300 ml environ sont nécessaires). Une 
prédigestion de trente minutes est faite 4 la température de 37° avec 
agitation constante sur agilateur magnétique. La trypsine est alors 
décantée et remplacée par un méme volume de trypsine fraiche. La 
digestion proprement dite s’effectue ensuite A froid, sclon la méthode 
de Bodian [6], en suivant la technique de Daniel et Depoux [7]. A la 
température de +4°, et en maintenant une agitation modérée cons- 
tante, la digestion est complete en vingt heures. 


3° PREPARATION DE LA SUSPENSION CELLULAIRE. — La suspension obtenue 
en fin de trypsination est recueillie en totalité dans un pot a centri- 
fuger de 1000 mi en la fillrant sur voile de nylon pour éliminer les 
déchets fibrineux. Aprés centrifugation de dix minutes a 1 000 t/mn, 
le liquide surnageant est aspiré et remplacé par du P. B. 8S. dans lequel 
les cellules sont remises en suspension par agitation. Deux lavages au 
P. B.S. sont effectués, suivis d’un lavage avec du milieu de culture, 
contenant des antibioltiques mais pas de sérum. 


4° DimutTIoN, NUMERATION. — Le culot cellulaire finalement obtenu 
est mis en suspension dans le milieu de culture & raison de 6 a 8 ml 
par litre de milieu. La corticale d’un rein de veau fournit en moyenne 
30 4 40 ml de culot cellulaire, permettant de préparer 5 1 de suspen- 
sion cellulaire. Les numérations faites & |hématimétre, apres colo- 
ration avec Ja solution acide citrique-cristal violet, donnent en moyenne 
800 000 4 1000000 de cellules par millilitre de suspension. 


5° Minieu pe cutturE. — Nous utilisons le milieu de Earle & l’hydro- 
lysat de caséine, mis au point par Lépine et coll. [8, 9]. 

Le milieu est préparé sous forme concentrée dix fois, par fractions 
de 2 1 (quantité suffisante pour 20 1 de milieu dilué). Il est stérilisé 
par filtration sur bougie L3 et gardé A +4°, en flacons de 500 ml. 

La solution de bicarbonate de soude-rouge de phénol est préparée 
a part sous forme non concentrée : solution & 4,4 p. 100 de CO,HNa et 
0,04 p. 100 de rouge de phénol dans 1l’eau bidistillée. Stérilisation par 
filtration sur bougie L3. 


Au moment de l’emploi, le milieu est dilué de la facon suivante : 


Solution de Earle & JWhydrolysat de  caséine, 


Comcenbeee, rdixe OSes en nee eee 100 ml 
Solution de bicarbonate-rouge de phénol ........ 50 ml 
Hans bidistilléenstenileme.. eee one eee ieee 850 ml 


On ajoute alors des antibiotiques : 


Solution de pénicilline-streptomycine (contenant 
pour 1 ml 100000 unités de pénicilline et 25 mg 


de “Streptomycin ry... eae ear eee 2 mil 
Chloromycétine (solution & 50 mg/ml dans I’alcool 

ADSO]U ies ts clatter eea ce ete ae 0,1 ml 
Mycostatine (suspension 4 50 mg/ml dans l’alcool 

AD SONU) aig rece aeete ae ee ee ee 0,2 ml 
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Le pH est Gventuellement ajusté a 7,2 par barbottage de gaz carbo- 
nique. 

Ce milieu est additionné de sérum de veau (stérilisé par filtration 
sur disque Seitz et décomplémenté trente minutes 4 56°) dans la pro- 
portion de 10 p. 100 pour le milieu de croissance et 2 p. 100 pour le 
mileu d’entretien. 


6° PREPARATION DES CULTURES CELLULAIRES EN BOITES pE Roux. — La 
suspension cellulaire est répartie dans des boites de Roux « Pyrex » de 
1000 ml A raison de 100 ml par boite. Les boites, bouchées au caout- 
chouc, sont mises & incuber a l’étuve A 37°. 


7° PREPARATION DES CULTURES EN TUBES. — Les cultures cellulaires en 
tubes Pyrex de 16 x 160 destinées aux titrages de virulence (et les 
cultures en tubes 4 lamelle destinées 4 faire des préparations colorées) 
sont préparées par trypsination de la couche cellulaire obtenue en boites 
de Roux. On utilise des cultures Agées de 8 4 15 jours, ayant subi un 
ou deux changements de milieu. La veille de la trypsination, le milieu 
est remplacé par du milieu de croissance frais (8 10 p. 100 de sérum). 
Aprés avoir enlevé ce milieu, on verse sur la couche cellulaire 25 ml 
d’une solution de trypsine 4 0,25 p. 100 dans le P. B.S. Aprés quinze 
a vingt minutes environ de contact, avec agitation manuelle douce, 
les cellules sont décollées. Le liquide est aspiré et centrifugé cinq 
minutes 4 1000 t/mn. Le culot cellulaire ainsi obtenu est mis en 
suspension dans du milieu de culture sans sérum et recentrifugé. 
Aprés ce lavage, le culot cellulaire est dilué dans 200 ml de milieu 
de culture (milieu de croissance contenant 10 p. 100 de sérum) en 
émulsionnant bien les cellules par pipettage répété. La suspension 
cellulaire obtenue est répartie 4 raison de 2 ml par tube. Les tubes 
sont mis a incuber a 37°. 

En trois jours environ, ces cultures-filles donnent une couche cellu- 
laire compléte, préte a utiliser. 

8° CONSERVATION DES CULTURES A +4°. — II est possible d’obtenir ces 
cultures cellulaires en tubes, destinées aux titrages, 4 des intervalles 
de temps variables et selon les besoins, en conservant A basse tempé- 
rature les cultures cellulaires obtenues en boites de Roux. Cette conser- 
vation a été préconisée pour les cellules HeLa par Swim et Parker [40] 
et pour les cellules de rein de singe par Crawford [44]. Cette technique 
nous a donné avec les cellules de rein de veau de bons résultats. Des 
cultures en boites de Roux, A4gées de 6 a 14 jours, ayant subi un ou 
deux changements de milieu sont utilisées pour cette conservation. 
Le milieu est renouvelé avant que les cultures soient placées au réfri-. 
eérateur X +4°/+6°. Apres un délai qui a varié dans nos essais de 
huit A vingt-cinq jours les boites sont retirées du froid, le milieu est 
renouvelé, et les boites remises & incuber 4 37°. En deux ou trois 
jours, les cellules forment & nouveau une couche cellulaire compléte 
de cellules bien étalées, prétes 4 étre trypsinées en vue de la prépara- 
tion de cultures en tubes. 


9° TECHNIQUE D’INOCULATION DES CULTURES DE TIssus. — a) Boites de 
Roux: le-milieu de culture (100 ml) est enlevé, le liquide virulent 
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est inoculé A raison de 10 ml par boite (si on inocule une série impor- 
tante de boites, on utilise une seringue « Cornwall » de 10 ml). Les 
boites sont laissées A plat, immobiles pendant soixante minutes, a la 
température du laboratoire. Aprés ce contact, on ajoute a chaque boite 
90 ml de milieu d’entretien : milieu A l’hydrolysat de caséine conte- 
nant seulement 2 p. 100 de sérum. Les boites sont mises a 1’étuve 
) 37°, stationnaires. 

b) Tubes de 16 x 160 et tubes a lamelles: le milieu de culture 
est aspiré, le liquide virulent (pur ou dilué de 10 en 10 lors des 
titrages) est inoculé sous un volume de 0,2 ml. Aprés soixante minutes 
de contact, on ajoute dans chaque tube 1,8 ml de milieu d’entretien. 
Les tubes i lamelles sont remis A l’étuve, stationnaires ; les tubes de 
16 x 160 sont placés dans un tambour tournant. 


10° OnicINE pU VIRUS UTILISh. — Nous avons utilisé comme source 
de virus vaccinal le vaccin antivariolique desséché de l'Institut de la 
Vaccine (Rue Ballu). Pour obtenir un produit bactériologiquement 
stérile, en vue de l’inoculation des cultures de tissus, cette lymphe 
desséchée a été diluée dans du liquide de Hanks additionné d’antibio- 
tiques : 2 comprimés de 100 doses dans 100 ml de Hanks contenant : 
pénicilline, 100 000 U. ; streptomycine, 25 mg ; chloromycétine, 5 mg, 
el mycostatine, 10 mg. Cette suspension a été centrifugée huit minutes 
4 4000 t/mn a la température de zéro degré ; le surnageant a été 
recentrifugé douze minutes 4 6000 t/mn, également a zéro degré. Le 
liquide virulent limpide ainsi obtenu, bactériologiquement stérile, a 
servi de souche de virus vaccinal pour Jinoculation des cultures 
cellulaires. 


ls REsurmAmse 


1° DivELOPPEMENT DES CULTURES CELLULAIRES. — Apres trois 
jours d’incubation a4 37°, les cellules sont collées au verre et sur- 
montées d’un liquide limpide. La couche cellulaire est presque 
compléte le septiéme jour. Le milieu est alors remplacé par du 
milieu de croissance neuf et les cultures remises A incuber jus- 
qu’au neuviéme jour. La couche cellulaire est alors complete et 
bien développée ; les cellules sont prétes pour l’inoculation. 


2° EFFET GCYTOPATHOGENE PROVOQUK PAR LE VIRUS VACCINAL SUR 
CULTURES DE CELLULES DE REIN DE VEAU. — Les cultures cellulaires 
inoculées de virus vaccinal sont examinées microscopiquement 


Fic. 1. — Cellules épithéliales de rein de yeau normales (cultures cellulaires 
examinées a 1’état frais). 


Fic. 2. — Effet cytopathogéne provoqué par le virus vaccinal ; lésions ++: 
plages claires bordées de cellules altérées (cultures cellulaires examinées A état frais). 


Fic. 3. — Idem; lésions + + + : couche cellulaire dissociée, amas de cellules 
agglutinées en voie de lyse (cultures cellulaires examinées A l'état frais). 
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chaque jour. On observe un effet cytopathogene tout a fait 
comparable a celui qui se produit sur cellules de rein de lapin [4] : 
on voit d’abord apparaitre, au sein de la couche cellulaire, des 
ilots de cellules granuleuses, arrondies et réfringentes (nota- 
tion +); ces ilots deviennent plus nombreux et font bientot place 
i des plages claires, bordées de cellules altérées (notation + +) 
ces plages de nécrose s’étendent et tendent a confluer, dissociant 
la nappe cellulaire (notation +++); enfin, la couche cellulaire 
est complétement dissociée et il ne reste plus que des amas de 
cellules agglutinées en voie de lyse, amas qui se détachent de la 
paroi de verre [notation ++++] (fig. 1, 2, 3). 

Au cours de l’adaptation du virus vaccinal aux cultures de 
cellules de rein de veau, on a observé que cet effet cytopathogéne 
tend a devenir de plus en plus précoce et intense : aprés quelques 
passages, le virus vaccinal donne des lésions notées ++ dés la 
vingt-quatriéme heure, atteignant +++ dés le deuxiéme jour. 
‘Le liquide virulent est récolté le troisieme jour quand les lésions 
atleignent ++++ et que les cellules sont presque complétement 
décollées. 


3° COLORATION DE CULTURES EN TUBES A LAMELLES POUR MISE EN 
EVIDENCE DES INCLUSIONS CELLULAIRES. — Des cultures ont été 
inoculées avec des suspensions virulentes pures et diluées, puis 
colorées aprés des délais variables (douze, dix-huit, vingt-quatre, 
quarante-huit, soixante-douze heures) en méme temps que des 
cultures-témoins. Les colorations utilisées ont été Phémalun-éosine 
et le May-Grinwald-Giemsa. Cette derniére coloration nous 
a donné les préparations les plus caractéristiques [42]. Elle met 
en évidence, dans les cellules infectées de virus vaccinal, des 
inclusions cytoplasmiques éosinophiles de structure plus ou 
moins homogéne et de taille variable, en général uniques, qui 
semblent correspondre aux corps de Guarnieri. Par contre, il nous 
a semblé impossible de considérer comme des corps é!émentaires 
des granulations colorées en rouge au Giemsa, disséminées dans 
le cytoplasme, trés nettement visibles, mais que l’on voit aussi, 
bien que rarement, dans les cellules rénales de veau non infectées 
de virus vaccinal. 


4° ‘TITRAGE DE VIRULENCE PAR DILUTION. — Les titrages de viru- 
lence des liquides récoltés se font par la recherche de la dilution 
limite donnant encore un effet cytopathogéne. La suspension 
virulente a titrer est diluée de 10 en 10 dans du milieu de culture 
sans sérum. L’inoculum est de 0,2 ml; on inocule cing tubes 
par dilution. Aprés soixante minutes de contact, on ajoute 
a chaque tube 1,8 ml de milieu & 2 p. 100 de sérum. L’inoculum 
subit ainsi, au moment de l’inoculation, une dilution de 10—. 
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Lors de ces titrages, on constate que l’effet cytopathogéne est 
d’autant plus précoce que la concentration de l’inoculum est plus 
forte, et ceci de fagon trés réguliére : 107: ++4++ en deux 
jours ; 10: +++4+ en trois jours; 10%: +++-+ en quatre 
jours; 10-*: ++++4 en cing jours; 105/10: 444 4 én 
six jours ; 10~/10-*: +++ + en sept jours. Dans tous les cas, 
il _s’écoule en moyenne trois jours entre l’apparition des pre- 
miéres lésions et la lyse cellulaire totale, pour une dilution donnée. 
Pendant toute la période d’observation des tubes du titrage, les 
tubes témoins, faits simultanément, ne doivent présenter aucune 
altération. 


Le titre d’une suspension. virulente est exprimé par le loga- 
rithme de la dilution qui donne encore un effet cytopathogeéne, 
pour un volume de 0,2 ml inoculé dans un tube de culture conte- 
nant 2 ml de milieu. 


5° ADAPTATION DU VIRUS VACCINAL AUX CULTURES DE CELLULES DE 
REIN DE VEAU. PASSAGES EN SERIE. — Des passages en série du 
virus vaccinal sur cultures de cellules de rein de veau ont été 
effectués avec titrage de la virulence des liquides récoltés a chaque 


PR I ME ME 


Tasieau I. 
[Inoculua— Hog,dilution Ilioabre de jours {____#roduit récotté 
és inocu e An : itrage 

esas [ia passugel toTaTl penser eco {oo/er" (1) 
{------------ §-------~----- j----------}-----4------------------4----------- 
|Lymphe i i t 4 je 
{purifiée i ; 10 
e j i 4 = 
eres 107} 5 4 VV/CRV ler pass.| 1074 
teeny (2) to = f el) G foN/cRV oe pass 10°) | 
ler pass. § | | : 
VV/CRV 1077 ) 3 § 9 § VV/CRV 38 passe § 1 
22 pass. | ' 
VV/CRV 1074 2 { 11 { VV/CRV 42 pass. } 1077 { 
crue Healing oo 
VV/CRV “hein i 3 & id) VW/CRY 58 pass. | 10° 4 
CS) a ie ae 
V/CRV | Mone ) ie ny VV/CRV 6% pass. 1079 
VV/CRV 1077 i 3 i 20 } VV/CRV 7&8 passe § i079 j 
(1) DC/CT = Dose cytopathogéne en culture de tissus (dilution limite donnant 


un effet cytopathogéne aprés inoculation de 0,2 ml par tube de 16 x 160 
contenant 2 ml de milieu). (2) VV/CRV = Virus vaccinal en culture de rein 
de veau. 
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passage. Ces passages mirent en évidence la persistance de l’effet 
cytopathogéne et, semble-t-il, une adaptation du virus aux 
cultures de rein de veau se traduisant par une élévation du titre 
de virulence. Les résultats de ces passages et de ces tilrages sont 
résumés dans le tableau I. 


CONCLUSIONS. 


La multiplication du virus vaccinal est obtenue sur cultures 
de cellules de rein de veau. I] y a une adaptation du virus aux 
cultures cellulaires, qui se traduit par une augmentation du titre 
du virus récolté au cours des passages en série. Des travaux en 
cours portent sur l'utilisation éventuelle d’un tel virus vaccinal 
de culture comme vaccin antivariolique. 


R&ésuME. 


Par trypsination a froid de rein de veau, des cultures de cellules 
épithéliales en couche monocellulaire sont obtenues dans un 
milieu 4 Vhydrolysat de caséine additionné de sérum de veau. 

Sur ces cultures de tissus, la multiplication du virus vaccinal 
s'accompagne d’un effet cytopathogéne caractéristique (en parti- 
culier, agglutination des cellules en voie de lyse). Cet effet cyto- 
pathogéne est utilisé pour le contrdle de la multiplication du 
virus et le titrage de la virulence du virus récolté (dilution limite 
cytopathogeéne). 

Cette technique de culture du virus vacinal sur cellules tryp- 
sinées de rein de veau permet d’obtenir de grandes quantités de 
virus hautement virulent. 


SUMMARY 


CULTURE OF VACCINIA VIRUS. 


IJ. — CuLrurE oF THE VIRUS 
ON MONOLAYER EPITHELIAL CALF KIDNEY CELLS. 


Trypsination of calf kidney at low temperature allows to obtain 
monolayer epithelial cell cultures in Earle medium containing 
casein hydrolysate and calf serum. On these cultures, vaccinia 
virus induces a typical cytopathogenic effect (particularly agglu- 
lination of lysing cells). This cytopathogenic effect allows to 
follow the multiplication of the virus, and its titration. 


With this technique, it is possible to obtain great amounts of 
highly virulent virus. 


[40] 


[44] 
[12] 
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COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR LA DIGESTION DE LA CELLULOSE 
CHEZ LE TERMITE SPHAEROTERMES SPHAEROTHORAX 


par J. POCHON, H. DE BARJAC et A. ROCHE, 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Si, depuis les travaux de B. Grassi et A. Sandrias en 1893, 1897, 
la digestion de la cellulose chez les termites ne fait aucun doute, son 
mécanisme, par contre, n’est pas encore parfaitement connu. 

Nous avons entrepris 1’étude du probleme (1) avec un termite cons- 
tructeur de meules sans champignons, Sphaerolermes sphaerothoraz, 
de biologie trés particuliére (Grassé et Noirot) [1]. 

L’ensemencement de fragments de meules noires ou de meules 
claires sur milieu liquide, en anaérobiose, a montré l’existence de 
bactéries cellulolytiques anaérobies banales, Clostridium et Plectridium, 
du méme type que celles trouvées dans le sol. L’ensemencement des 
mémes fragments en aérobiose, sur silico-gel-papier, a également 
permis la culture de Sporocylophaga et de Cellvibrio telluriques. 

Les analyses ayant porté sur le contenu du tube digestif ont donné 
des résultats bien différents et beaucoup plus intéressants. 

L’examen microscopique direct, a l'état frais et apres coloration, 
donne une image qui évoque une certaine ressemblance avec un 
contenu de panse de ruminant, au point de vue bactérien évidem- 
ment: trés nombreux germes de petite dimension, dont certains 
mobiles, cocci et cocobacilles, le plus souvent non colorables par la 
méthode de Gram ; extréme rareté des grosses bactéries sporulées. 
Cependant certaines différences importantes sont A noter : ici, absence 


(1) Sur la demande de MM. P.-P. Grassé et C. Noirot, qui nous ont 
fourni Jes termites vivants ainsi que les prélévements de meules. Nous 
leur en exprimons toute notre gratitude. 
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de groupements streptococciques, 4 chainettes courtes et bifurquées 
ou longues et flexueuses, abondances des spirilles, des spirochétes et 
des fusiformes (fig. 1). 

Les essais de culture sur silico-gel-papier pour germes aérobies ont 
été négatifs, négatifs également avec 
un milieu liquide pour anaérobies 
cellulolytiques telluriques ; s’il existe 
une microflore cellulolytique, elle est 
donc spécialement adaptée au tube 
digestif héte. Nous avons alors utilisé 
un milieu voisin de celui qui nous 
avait été favorable pour lisolement 
de hbactéries du tube digestif des 
rongeurs et des larves xylophages 
(Pochon, 1935, 1936, 1937 [2]) : extrait 
fécal, 100 ml; extrait de terre, 100 ml; 
eau distillée, 800 ml ; cellulose broyée 
ou feuille de papier filtre. Aprés 
ensemencement les tubes sont dés- 
aérés et scellés sous vide. La cellulose 
est attaquée en douze jours; trés 
nombreux cocci, surtout en groupe- 
ments diplococciques, badtonnets fins 
et granuleux, quelques vibrions ; trés Fic. 1, — Frottis du contenu 
rares bactéries sporulées ou spores mtestinal: 
libres ; l’aspect des lames évoque une 
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Fic. 2. — Microflore bactérienne cellulolytique non sporulée. 


ressemblance nette avec la microflore cellulolytique d’enrichissement 
décrite par Sijpenstein (1948 [3]), a partir du rumen (fig. 2). 
Un deuxieéme passage sur ce milieu présente des caracttres ana- 
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logues, mais le délai de cellulolyse s’est allongé (trois semaines) ; le 
milieu de culture est alors modifié ; aprés de multiples essais négatifs, 
la formule suivante, inspirée de Sijpenstein, a été retenue: solution 
saline standard de Winogradsky, 50 ml; phosphate biammonique, 
0,4 ¢ ; extrait de terre, 100 ml; eau distillée, 850 ml : cellulose broyée 
ou feuille de papier filtre ; au moment de l’ensemencement on ajoute 
1 p. 1000 d’acide ascorbique, puis on désaére et scelle sous vide ; sur 
ce milieu la suite des passages a été possible. L’examen microscopique 
des lames montre les mémes espéces 
morphologiques, avec tendance, sur- 
tout en présence de feuille de papier 
filtre, & l’envahissement par des bac- 
téries sporulées (fig. 3). Nous mous 
trouvons donc en présence d’un 
complexe bactérien instable, avec les 
mémes caractéres morphologiques et 
évolutifs que ceux observés par Hun- 
gate et par Sijpenstein pour le com- 
plexe bactérien du rumen et dans 
lequel ils avaient cru pouvoir disso- 
cier les genres Ruminobacter et 
Ruminococcus, déniant tout rdle aux 
bactéries sporulées. Tous nos essais 
d’isolement ont été infructueux : les 
colonies uniques prélevées ne régé- 
nérent que des bactéries sporulées 
clostridiennes et plectridiennes. 


Fic. 3. — Microflore bactérienne Le résultat capital de cette étude 
cellulolytique. Envahissement par est donc que la digestion bactérienne 
bactéries sporulées. de la cellulose, chez cette espéce de 


termite, pose exactement les mémes 

problémes que chez les ruminants ; 
il ne saurait étre question de les discuter ici (Pochon, 1953 [4]), mais 
seulement de souligner le trés remarquable phénoméne de conver- 
gence physiologique chez des étres vivants pour lesquels la cellulose 
représente la ration alimentaire de base et qui sont dépourvus de cellu- 
lase : une symbiose bactérienne complexe (associée ou non A des pro- 
tozoaires), en équilibre instable dés que les microorganismes sont 
sortis du milieu intestinal hdéte. 


Un dernier point reste A préciser: quel est le métabolisme bio- 
chimique de l’association bactérienne? En d’autres termes, sous quelle 
forme énergétique la cellulose est-elle absorbée par l’héte? Ces pro- 
blémes ont été trés longuement étudiés et comparés chez les termites 
et les ruminants (Hungate, 1946 [5]). 

Dans le cas de nos cultures cellulolytiques, l’analyse chromatogra- 
phique sur papier a montré l’absence d’acides organiques fixes (en 
particulier lactique et succinique) et la présence d’acides volatils, essen- 
tiellement acétique et butyrique; de cette constatation on ne peut 
dailleurs inférer de fagon certaine ce qui se passe dans le tube 
digestif : les équilibres biochimiques sont aussi instables que les équi- 
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libres microbiens. Bien que l’absorption et l’utilisation de ces acides 
par les termites soient encore controversées, il semble bien qu’il faille 
s’orienter vers un mécanisme de nutrition ici encore trés voisin de 
celui qui est maintenant universellement admis pour les ruminants. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE DIGESTION OF GELLULOSE BY TERMITES 
(Sphaerotermes sphderothoraz). 


The morphology, physiology and evolution of the cellulolytic intes- 
tinal flora in the species studied show marked similitudes with that 
present in the rumen of cattle. 
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ACTION DE LA TRUFFE (TUBER MELANOSPORUM) 
SUR LA MICROFLORE TELLURIQUE 


par M. A. CHALVIGNAC, C. TYSSET et J. POCHON. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol, 
et Laboratoire de Biologie, section technique de l’Armée) 


Innombrables sont les travaux consacrés a l’action antibiotique ou 
plus simplement inhibitrice de champignons vis-a-vis d’autres micro- 
organismes du sol ou méme de végétaux (sans que cela implique 
qu’ils soient pathogénes). 

Nous étudions ici le cas trés particulier de la truffe (Tuber melano- 
sporum) ; particulier par son habitat tout d’abord, car, si elle peut 
étre trouvée sous genévrier (Juniperus), églantier (Rosa avensis), pin 
(Pinus), buis (Buzus), noisetier (Corylus), vigne (Vitis), le chéne, sur- 
tout le chéne pédonculé (Quercus pedunculata), représente son site 
d’élection ; particulier aussi, car elle détermine parfois une inhibition 
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quasi totale, dans un périmétre bien défini, de toute végétation spon- 
tanée. 

Le but précis de ce travail est de rechercher les incidences éven- 
tuelles de ces phénoménes sur la microflore du sol. 

Les prélevements ont été faits dans le Sud-Ouest de la France, 
région du Quercy (Castelnau Montratier Lot), d’une part sous 
Q. pedunculata, truffier, en zone ot toute végétation spontanée est 
inhibée, d’autre part 4 5 m de la périphérie de cette zone (témoin). 
La délimitation de la zone d’inhibition est trés aisée du fait de 
Vabsence totale de toutes les espéces végétales croissant spontanément 
\ proximité parmi lesquelles ont été relevées : Fetuca ovina, Lavandula 
vulgaris, Taraxacum dens leonis, Echinum vulgare, Tussilago farfara, 
Hieracium piloseila, Seriola cenensis, Campanula rotundifolia (moter 
la polyvalence de l’inhibition végétale). 

Il s’agit d’un sol dont la composition minérale est la suivante : 
Si0,, 76 .& 78.p. 100; ALO. 11 & 12 p.. 1005 FeO. a8 poo; 
CcO,Ca, 1,8 p. 100 (moter la richesse en fer, ce sol a d’ailleurs une 
teinte rouge accentuée). L’analyse organique a été réalisée dans les 
deux zones : 

ZONE TRUFFIERE ZONE TEMOIN 


Carbone organique.. 0,43 % Carbone organique.. 0,7 % 
INZONS. WOE aac oganud OL Ws Azote» stotales mance Onlames 
Matiéres humiques.. 0,17 %o0  Matiéres humiques.. 0,23 %o 


Le pH est au voisinage de la neutralité (6,8 en zone truffiére ; 
6,5 dans le témoin). 

Toutes les analyses chimiques et biologiques ont porté sur des pré- 
lévements effectués 4 10 cm de profondeur. 


ANALYSE MICROBIOLOGIQUE. — La microflore totale est dix fois plus 
abondante dans la zone témoin (80 millions/g terre) que dans la 
zone trufficre (technique en milieu liquide, Chalvignac [4]). 

Les principaux groupements microbiens du cycle de l’azote et du 
carbone ont été testés (techniques Pochon et coll. [2]. 

Fixateurs d’azote aérobies (Azotobacter) : 80/g en zone trufficre, 
1100/g en zone témoin. 

Fixateurs d’azote anaérobies (Clostridium) : 4 500/g en zone truffiére, 
11 000/g en zone témoin. 

Ammonificateurs (voir les courbes fig. 1): ils sont un peu plus 
actifs en zone témoin. 

Protéolytiques (voir les courbes fig. 1) : ils sont beaucoup plus actifs 
en zone témoin. 

Nitrificateurs : différences minimes entre les deux zones, cependant 
en faveur du témoin ; les dilutions limites de nitritation se situent 
vers 10-* ; de nitratation, vers 10—. 

Dénitrificateurs (voir les courbes fig. 1): ils sont plus actifs en 
zone témoin. 


Amylolytiques (voir les courbes fig. 1) ; activité lég2rement supérieure 
dans la zone témoin. 
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Cellulolytiques (technique de Barjac [3]) : en zone témoin les 
aérobies sont dix fois plus nombreux, les anaérobies mésophiles cent 
fois plus (de l’ordre 110 000/g). 


ConcLusion. — On note donc, dans l’ensemble, une diminution 
nette de lactivité biologique du sol dans la zone truffitre par rapport 
au témoin ; cette diminution porte sur la microflore totale et aussi 
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Fic. 1. — Courbes d’ammonification, protéolyse, dénitrification, amylolyse. 


sur presque tous les groupements microbiens physiologiques des cycles 
de l’azote et du carbone. 

Dans 1|’état actuel du probléme, deux interprétations peuvent étre 
envisagées : 

a) Le champignon truffier a une action inhibitrice (antibiotique ?) 
sur la microflore du sol, de méme type que celle qu’il manifeste sur 
la végétation spontanée ; 

b) La diminution de la microflore tellurique en zone trufficre est 
seulement en rapport avec l’absence d’effet rhizosphére, puisque cette 
zone est totalement dépourvue de végétation. 


SUMMARY 


ACTION OF THE TRUFFLE (Tuber melanosporum) ON TELLURIC MICROFLORA. 


The biological activity is significantly decreased in soils where 
truffles grow. The total microflora and almost all physiological micro- 
bial groups responsible for nitrogen and carbon cycles are implied in 
this decrease. 
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Two explanations can be proposed : we e: 

a) The truffle has an inhibitory (antibiotic?) activity on the soil 
microflora (activity of the same type as the one il possesses on natural 
vegetation) ; 

b) The decrease of the telluric microflora in truffle zones is only 
due to the absence of rhizosphere effect, since these zones are totally 
deprived of vegetation. 
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DEGAGEMENT D’AMMONIAC PAR LA MICROFLORE 
DE CERTAINES RHIZOSPHERES EN MILIEU LIQUIDE 


par N. BALICKA, H. DE BARJAC et J. POCHON. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol). 


Il existe diverses techniques de mesure du pouvoir ammonifiant, 
basées sur le dégagement de NH, a partir de substances protéiques, 
par la microflore du sol. Cette mesure peut se faire en terre (Pochon 
el Tchan [4] ou en milieu liquide (de Barjac et Pochon [2]. Diffé- 
rents substrats peuvent étre employés en terre (urée, poudre de sang, 
farine de légumineuses), comme en milieu liquide (tyrosine, aspara- 
gine). Suivant la nature du substrat employé, l’amplitude et l’allure 
du dégagement de NH, varient. 

Il nous a paru intéressant de comparer ici le dégagement de NH, 
par diverses microflores en présence soit de tyrosine, soit d’asparagine 
en milieu liquide. Le but était de voir si l’évolution général du 
phénoméne était fondamentalement identique ou, au contraire, diffé- 
rente. Les microflores testées sont calquées sur celles analysées lors de 
nos expériences antérieures, publiées par N. Balicka [3]. Elles corres- 
pondeut respectivement 4 la rhizosphére proche du seigle, 4 la rhizo- 
sphére proche de la vesce, & la rhizosphére proche de seigle + vesce 
en culture mixte, enfin au témoin sans culture. 


TECHNIQUES. — Quatre séries de pots ont été mis en culture, A raison de 
trois répétilions par série: 

lo Pots témoins, sans plantes ; 

2° Pots avec seigle ; 

3° Pots avec vesce ; 

4° Pots avec seigle + vesce. 
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Chaque pot est stérilisé avec 500 g de sable humidifié A l'aide de 80 ml 
W@extrait de terre + 150 ml de solution saline suivante: (NO,),Ca, 0,4 g; 
SO,Mg, 0,25 ¢; PO,H,K, 0,16 g; NO,K, 0,09 g; PO,HK,, 0,08 g; Cl,Fe, 
I goutte ; solution d’oligo-éléments, 1 ml; eau distillée, 1000 ml. Avant 
stérilisation, on enfonce dans chaque pot, A l’opposé, deux tubes de verre 
bouchés au coton, qui serviront A ajouter stérilement telle ou telle solu- 
tion. 

Aprés stérilisation, chaque pot recoit son inoculum microbien sous forme 
de 5 g de sol mis en suspension dans 10 ml d’eau stérile. L’inoculation 
se pratique par lintermédiaire d'un des tubes de verre précités. Le sol 
choisi est une terre fertile de jardin, en bon état, afin d’avoir une micro- 
flore suffisamment représentative. 

Trois pots sont laissés & nu. Trois sont ensemencés par des graines de 
seigle, trois par des graines de vesce et trois par des graines de seigle 
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Fic. 1. — Ammonification sur tyrosine. 


+ graines de vesce. Toutes les graines sont, au préalable, stérilisées en 
surface par immersion dans Cl,Hg A 1 p. 1000 suivie de lavages 4 l'eau 
distillée stérile. Aprés pré-germination a l’étuve 4 28°C sur rondelles de 
papier fillre humidifiées stériles, en boites de Petri, ces graines sont 
disposées dans les pots. 

Aprés sept semaines de culture, poursuivie en maintenant l’humidité 
& poids constant, des prélévements sont effectués dans tous les pots des 
quatre séries. Chaque série est ensuite ramenée a 40 g d’échantillon 
moyen, ces 40 g correspondant soit au sable nu (dans la série témoin), 
soit (dans les autres séries) & la rhizosphére proche des cultures, c’est- 
a-dire racines + sable adhérant. 

Les quatre séries de prélévements moyens sont, alors, ensemencées 
dans un milieu liquide A substrat ammonifiable. Dans un cas, on emploie, 
comme milieu, la formule suivante: solution de Winogradsky, 50 ml ; 
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tyrosine, 0,5 g; eau, 950 ml. Dans J’autre cas, on emploie : solution de 
Winogradsky, 50 ml; asparagine, 0,2 g; eau, 950 ml. Ces deux milieux 
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sont stérilisés, le premier par filtration sur bougie, le second a l’autoclave 
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Fic. 2. — Ammonification sur asparagine. 


On ensemence chacun d’eux, a raison de 500 ml en fioles, par 20 g de 
prélévement. Incubation a 28° C. 
Chaque jour, on dose l’ammoniac dégagé par la technique de Droui- 


neau [4]. 
RésuLtats. — Les figures 1 et 2 groupent les résultats obtenus avec 


les différentes microflores, d’une part sur la tyrosine, d’autre part sur 


l’asparagine. Les courbes permettent de constater que : 
1° Dans les deux cas, le dégagement de NH, est progressif, la quan- 


tité de NH, libéré augmentant a partir du premier jour d’incubation 
pour atteindre son maximum entre trois et six jours dans le cas de 
l’asparagine, entre dix et douze jours dans le cas de la tyrosine. 
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Aprés cet apex, la quantité de NH, trouvé diminue. L’explication 
en peut résider soit dans la réutilisation de l’ammoniac par la micro- 
flore en expérience, soit dans l’oxydation microbiologique de cet 
ammoniac en nitrites ou en nitrates, l’un n’excluant d’ailleurs pas 
Vautre. Une preuve en faveur de la seconde hypothése est apportée par 
la caractérisation des nitrites et des nitrates qui a été positive en 
milieu asparagine, apres les délais suivants : 


NITRITES NITRATES 
Sie WON sesoapancsuenane + au 6° jour + au 8 jour 
RELC SOINCSC nears gi sean + au 5¢ jour + au 8 jour 
SILOS OMCs mocsoG Geo uO Met oon + au 6° jour + au 8 jour 
Série seigle + vesce ......... + au 6° jour + au 8 jour 


Ceci concorde avec les observations de Fisher [5] et de Chalvignac [6]. 

2° Le dégagement de NH,, en milieu asparagine, est plus rapide et 
plus élevé qu’en milieu tyrosine. Mais il faut souligner que, malgré ces 
différences, le classement des microflores, d’aprés leur activité ammo- 
nifiante, suit exactement le méme schéma, qu'il s’agisse de la tyro- 
sine ou de l’asparagine. En ordre croissant d’activité, au début, nous 
avons toujours : témoin, seigle + vesce, seigle, vesce. La différence est 
encore plus sensible en présence de tyrosine. 

3° Le maximum de pouvoir ammonifiant appartient au cas de la 
microflore rhizosphérique de la vesce, ce qui confirme les résultats de 
nos expériences antérieures [3]. 

4° La courbe de dosage, donnée par la microflore rhizosphérique mixte 
seigle + vesce, apparait moins réguliére que les autres. Au début, elle 
suit la progression des courbes du témoin sans culture et de la culture 
seigle. Ensuite, dans les deux cas, elle aligne son maximum avec celui 
de la culture vesce. 

Il semble que cela indique que dans la culture mixte, seigle + vesce, 
coexistent deux types de microflore qui atteignent successivement leur 
maximum, du point de vue pouvoir ammonifiant. 


SUMMARY 


RELEASE OF NH, BY THE MICROFLORA OF CERTAIN RHIZOSPHERES 
IN LIQUID MEDIUM, 


A comparison of NH, release by various microflorae in presence of 
tyrosin or asparagin in liquid medium. 

Four types of microflora are studied : the first one (control) is the 
microflora of a garden soil ; the second one, that of a rye-rhizosphere ; 
the third one, that of a vesce-rhizosphere ; the fourth one, that of 
a mixed rye and vesce-rhizosphere. 

The classification of the microflorae according to their ammonifying 
capacity is the same with the two substrates (tyrosin or asparagin). 
The nature of this substrate influences the amount of NH, released 
and the rate of the process. , 
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LE FACTEUR SERIQUE Gm? 
DANS LE SERUM D’ANIMAUX DE DIFFERENTES ESPECES 


par M™e L. PODLIACHOUK. 


(Institut Pasteur, 
Centre d’Etudes des Groupes Sanguins des Animauz) 


Le caractére de spécificité antigénique des protéines sériques est géné- 
ralement lé 4 l’espéce. 

Peu d’entre elles varient & l’intérieur de l’espéce et on ne connait 
encore 4 présent que deux systémes de groupes sériques chez l’honime : 

1° Le systéme « haptoglobine » dans les globulines g, (Smithies et 
Walker, 1955) par l|’électrophorése en gel d’amidon ; 


2° Le systtme Gma dans les globulines y (Grubb et Laurell, 
1956 [2, 3]) par une technique sérologique. 

Foz et coll. (1954), puis Waller et Vaughan (1956), ont observé que 
certains sérums de malades atteints de polyarthrite chronique évolutive 
agglutinent les globules rouges humains ORh-positifs sensibilisés avec 
un sérum anti-Rh (anti-D) incomplet. 

Heller et coll. (1954), étudiant différents sérums humains et animaux 
pour intensifier la réaction dite de Waaler-Rose, ont observé que cer- 
tains sérums humains inhibent partiellement cette hémagglutination. 

Grubb et Laurell [3] ont constaté que la globuline y humaine et 
le scrum d’environ 60 p. 100 de la population suédoise sont capables 
d@inhiber la réaction d’agglutination de globules rouges ORh-positifs 
(sensibilisés 4 aide d'anti-Rh sélectionné) par certains sérums de 
malades atteints de polyarthrite chronique évolutive. Ils ont en outre 
observé que 95 p. 100 des Esquimaux sont Gm (a+). 

En France, Moullec et coll. [5] ont trouvé 54,3 p. 100 de sujets 
Gm (4+) parmi les habitants du département d’Indre-et-Loire. Avec 
Jacqueline et Eyquem [7] nous avons trouvé 57,3 p. 100 chez les 


Parisiens, tandis que Hurel et Ropartz [4] en signalent 51,7 p- 100 
en Seine-Maritime. 
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Le facteur sérique Gma (dénomination introduite par Grubb) qui se 
trouve parmi les globulines y est responsable de cette inhibition. Il 
est héréditaire et est probablement déterminé par un couple de genes 
allélomorphes Gme et Gm. 

Nous avons recherché l’existence du facteur sérique Gma@ dans le 
sérum d’animaux de différentes espéces. Les hétéro-agglutinines anti- 
homme existant dans le sérum des animaux, A un titre plus ou moins 
élevé, peuvent agglutiner les globules rouges humains ORh-positifs 
sensibilisés. Les épreuves d’inhibition dans la recherche du Gma ont 
été réalisées aprés absorption des hétéro-anticorps comme suit: le 
sérum 4 examiner, aprés un chauffage 4 56° C pendant trente minutes, 
est mis en contact pendant deux heures, 4 la température du labo- 
ratoire, avec un volume égal de culot de globules rouges humains de 
P’importe quel groupe (lavés préalablement quatre fois avec de l’eau 
physiologique). On contréle l’absorption compléte des hétéro-hémag- 
glutinines dans la fraction du sérum recueillie aprés centrifugation. 
Si lahsorption n’est pas compléte, on répéte l’opération (comme 
ci-dessus). La technique de la recherche du Gm a été décrite anté- 
rieurement [7]. 

L’étude des globulines y du cheval, boeuf, mouton et porc a montré 
qu’elles ne peuvent inhiber l’agglutination des globules rouges 
humains sensibilisés, provoguée par un sérum de polyarthrite chro- 
nique évolutive, c’est-a-dire qu’elles ne contiennent pas le facteur 
sériqgue Gméa. 

Nous avons examiné le sérum de 25 chevaux, 23 bovins, 11 Anes, 
16 porcs, 20 moutons, 20 chiens, 2 chats, 12 poules, 18 lapins, 
14 cobayes, 12 rats, 12 souris et 44 singes [17 cynocéphales, 1 Macacus 
rhesus et 26 chimpanzés (1)]. 

Le sérum (aprés l’absorption des hétéro-anticorps) a été examiné : 
non dilué, dilué 4 1/5 et 4 1/10. Nous avons constaté qu’d l’exception 
de celui des 26 chimpanzés, aucun des sérums examinés ne contient 
le facteur Gmé. 

Le sérum de tous les chimpanzés ¢étudiés s’est révélé comme possé- 
dant le caractére des sérums humains Gm (a+). La concentration du 
Gm dans le sérum de ces chimpanzés est un peu plus faible que 
chez l’7homme. En effet, ce sérum n’est capable d’inhiber la réaction 
Whémageglutination que lorsqu’il est dilué 4 1/5, tandis que le sérum 
humain ]’est encore dans une dilution 4 1/10, 1/20 et plus (tableau J). 

Comme chez l’homme, la présence du facteur Gm est constante chez 
les chimpanzés adultes. Nous avons examiné 4 plusieurs reprises 
quelqnes-uns de ces animaux, et obtenu chaque fois les mémes 
résultats. 

On peut supposer que l’impossibilité de déceler le facteur Gméa 
chez la plupart des animaux est attribuable 4 la fixation des globu- 
lines y, qui le déterminent, lors de l’absorption des hétéro-anticorps. 

Pour vérifier cette supposition, nous avons absorbé les hétéro-hémag- 


(1) Les échantillons de sang des chimpanzés ont été adressés au Labo- 
ratoire d’Hématologie par I’Institut Pasteur de Kindia (Directeur : 
M. Lefrou) grace a Jintervention de M. Vaucel. L’étude de leurs anti- 
genes et groupes sanguins sera publiée ultérieurement. 
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glutinines anti-mouton du sérum de deux sujets Gm (a+) et avons 
déterminé le taux de Gmé existant dans le sérum avant et apres 
l’absorption. Nous n’avons pas trouvé de différence notable. 


TaBLeEAu I. 

DILUTION 

du | 3) 10 2 
SERUM 
Homme _ _ - 
Chimpanzé 
Cynocéphale] +++ | +++ | +++ | +++ 
ee cs el 


— inibition (présence du facteur Gma); + hémageglulination (absence du 
facteur Gma), 


La présence du facteur Gm4 dans le sérum des chimpanzés apporte 
une preuve de plus de 1’étroite parenté existant entre les protéines 
sériques de ces derniers et celles de 1homme. 


Résumé. — La recherche du facteur sérique Gm@ dans le sérum des 
chevaux, bovins, anes, porcs, moutons, chiens, chats, poules, lapins, 
cobayes, rats, souris et singes (cynocéphales et chimpanzés) n’a révélé 
sa présence que dans le sérum des chimpanzés éludiés. 


SUMMARY 
THE FACTOR Gm® IN THE SERUM OF VARIOUS ANIMAL SPECIES. 


Sera of bovines, horses, donkeys, pigs, sheep, dogs, cats, chicken, 
guinea-pigs, rats, mice, monkeys (cynocephalus and chimpanzees) have 
been examined for the presence of the factor Gma. This factor was 
present in chimpanzees serum only. 
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RECHERCHES SUR L’IMMUNISATION DE LA BREBIS 
CONTRE LA MAMMITE STAPHYLOCOCCIQUE 


par J. PILLET O, GIRARD, H. DUTHEIL et B. ORTA (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Nous avons recherché au cours de différentes séries d’expériences 
quelle était la valeur préventive d’une vaccination anti-staphylococ- 
cique (vaccin mixte: anatoxines g et 6 et corps microbiens sélec- 
tionnés) & légard de la mammite expérimentale de la brebis. 

Dans une premiére série d’essais, nous avons utilisé la voie intra- 
musculaire en employant des doses importantes de vaccin en injec- 
tions répétées (12 injections en moyenne, doses croissantes de 1 a 
20 cm®). 

Les résultats immunologiques de ces expériences ont été trés satis- 
faisants (augmentation remarquable des antitoxines o, et Bp et éléva- 
tion nette mais moins marquée des agglutinines), mais la résistance 
des animaux vaccinés a | infection provoquée s’est avérée trop irré- 
guli¢re pour que ce mode d’immunisation puisse étre considéré comme 
satisfaisant, tout au moins vis-a-vis de linfection expérimentale. 

Il y a lieu de noter en effet, A ce propos, que ]’infection expérimen- 
tale que nous provoquons, et dont la technique sera décrite plus loin, 
est manifestement plus brutale et plus massive que celle qui peut 
se produire dans les conditions naturelles. 

C’est pourquoi, bien que la vaccination par voie intramusculaire ne 
semble pas suffisante pour protéger réguli¢trement l’animal contre la 
mammite expérimentale, il conviendra de rechercher si ce mode de 
vaccination ne permet cependant pas a la brebis de lutter avec succés 
contre l’infection trés vraisemblablement légére qui est a lorigine de 
la mammite spontanée. 

Quoi qu’il en soit, A la suile de ces résultats et d’observations for- 
tuites (animaux résistants a l’infection expérimentale aprés injection 
d’une premiére dose infectante insuffisante), nous avons tenté, d’autre 
part, l’immunisation de la brebis par voie locale en injectant le vaccin 
au niveau du tissu mammaire par l’intermédiaire du canal du trayon. 

Ce sont les résultats particulitrement encourageants d’expériences 
faites en suivant cette technique qui font l’objet de cette note. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. — Vaccin. — Emulsion dans un mélange d’ana- 
toxines « et 8 contenant au centimétre cube 10 U.I. de chacune des ana- 
toxines, de corps microbiens tués provenant des souches de staphylocoques 
types I, Ill, 8 et de trois souches de staphylocoques pathogénes isolées 


(*) Cette note avait été déposée sous pli cacheté & la séance de la 
Société Francaise de Microbiologie du 5 janvier 1956, pli ouvert a la 
séance du 8 janvier 1959. 


Annales de UVInstitut Pasteur, 96, n° 3, 1959. 24 
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sur la brebis et producirices des deux toxines « et 8 (souches n° 90, 131, 
684) [4, 2]. 

Afin de prévenir tout accident infectieux immédiat, provoqué par ie) 
traumatisme vaccinal, le vaccin est additionné au moment de l’emploi de 
100 000 U. de pénicilline par centimétre cube de vaccin. 


Brebis. — Les brebis ont été vaccinées et testées en pleine période de 
lactation, soit un & deux mois aprés la mise bas (1). 
Vaccination. — a) Méthode. Injection par le canal du trayon a Taide 


dune sonde de 3 cm; celle-ci est introduite complétement dans le canal 
et Vinjection se fait au contact du tissu mammaire. 

b) Nombre et intervalles des injections. Les injections sont faites dans 
chacun des deux trayons a quatre jours d’intervalle, la série étant de trois 
a quatre injections successives. 

¢) Doses de vaccin injecté. Nous avons injecté 1 cm? de vaccin dans 
chaque trayon, soit 2 cm? au total pour chacune des vaccinations. La 
série totale nécessite donc 6 & 8 cm? de vaccin par animal. 

Infection provoquée. — a) Méthode. Injection dans chaque trayon par la 
méme technique que celle utilisée lors de la vaccination, de 1 cm? dune 
émulsion d’une culture de 18 heures de staphylocoques «, £8 toxigénes 
provenant d’une souche isolée sur la brebis au cours d’une mammite spon- 
tanée (n° 90). L’émulsion est préparée de la fagon suivante: les staphy- 
locoques provenant d’une culture en stries serrées sur gélose (tube a essai 
de 17 mm de diamétre) sont émulsionnés dans 10 cm? d’eau physiologique. 

b) Date. L’infection expérimentale a été provoquée suivant les expé- 
riences, une 4 trois semaines aprés la fin des vaccinations. 


Résutrars. — Les résultats sont résumés dans le tableau ci-joint, 
dans lequel nous avons adopté les abréviations suivantes : « Mam- 
mite + » qui correspond & une mammite caractérisée allant de ]’engor- 
gement massif de la mamelle avec noyaux indurés, a l’escarre avec 
sphacéle d’une fraction plus ou moins importante de la mamelle. Ces 
lésions s’accompagnent trés généralement d’arrét total de la lactation. 
« Mammite + » qui correspond a une légére augmentation de volume 
de la mamelle avec induration modérée et érytheme. Cette forme qui 
s’accompagne de petits troubles de la lactation évolue en général rapi- 
dement et se termine en cing & six jours sans laisser de séquelles. 

L’examen du tableau montre clairement que Jintroduction de 
vaccin mixte spécifique par voie locale a pour effet de rendre la 
mamelle réfractaire A l’infection staphylococcique expérimentale, tout 
au moins lorsque celle-ci est provoquée une & trois semaines aprés 
la fin de la vaccination. 

Nous n’avons pu, en effet, étant donné le petit nombre d’animaux 
mis 4 notre disposition, expérimenter jusqu’é maintenant que selon 
ce seul protocoie. 

Différents points seront 4 préciser ultérieurement parmi lesquels il 
faut citer : 

1° La détermination de la durée de cet état réfractaire ; 

2° Le mécanisme de cette action protectrice ; la premiére hypothése 


(1) Les brebis utilisées dans ces recherches ont été fournies par la Société 
des Caves de Roquefort, que nous tenons A remercier ici. C’est en effet 
grace au soutien matériel (animaux) et a l’esprit d’étroite collaboration de 
la Direction de la Société des Caves que ce travail a pu é@tre effectué. 
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venant a l’esprit étant celle de 1’établissement d’un état d’immuni- 
sation local. 

Notons pour terminer que l’adjonction de pénicilline au vaccin nous 
a été imposée par la constatation de deux mammites survenues au 
cours des expériences 3 et 4, ces mammites étant trés probablement 
provoquées par le transport au niveau du tissu mammaire au cours 
de la vaccination, de germes végétant habituellement au niveau du 
trayon. L’expérience 5 dans laquelle nous avons utilisé le vaccin 
additionné de pénicilline s’est déroulée sans aucun accident, ce qui 
confirme dans une certaine mesure ce point de vue. 


TEMOINS VACCINES 


Mammites Mammites 
+ + ) + + ) 
4 10) I ie) z 4 


Expérience 


Différentes expériences réalisées depuis sur une échelle plus ¢lendue 
nous ont, par ailleurs, permis de constater que, sous couvert de péni- 
cilline, la vaccination par le canal du trayon était parfaitement réali- 
sable sur le plan pratique et ne présentait pas de danger pour 
Vanimal. 


R&suME ET coNcLUSIONS — Nous avons constaté au cours d’expériences 
sur la prévention de la mammite staphylococcique expérimentale de 
la brebis qu’une vaccination locale pratiquée par l’intermédiaire du 
canal du trayon a l’aide d’un vaccin mixte (anatoxines g, et B + corps 
microbiens sélectionnés) permettait de protéger les brebis d’une facon 
pratiquement constante lorsque Jl’infection expérimentale ¢tait pro- 


x 


vyoquée une a trois semaines apres la fin des vaccinations. 

Certains points complémentaires seront 4 étudier ultérieurement : 
durée de la protection, mécanisme de celle-ci (trés vraisemblablement 
processus d’immunisation local), mais il semble que dés maintenant 
ces résultats, en dehors de leur incidence pratique, devraient per- 
mettre de préciser dans une certaine mesure les rapports hédte-microbes 


dans le cas des staphylococcies. 
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SUMMARY 


STUDIES ON IMMUNIZATION OF SHEEP AGAINST EXPERIMENTAL 
STAPHYLOCOCCAL MASTITIS. 


A local immunization carried out in the teat duct with a mixed 
vaccine (q@ and pf toxoids + selected bacterial cells) protects sheep against 
a challenge infection realized one to three weeks after the immuni- 
zation. 

Certain problems need further study : duration of protection, mecha- 
nism of this protection (probable a local immunization process). 

Besides their practical significance, the findings allow to study host- 
bacteria relationships in the case of staphylococcal infections. 
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TROIS NOUVEAUX SEROTYPES 
DU GROUPE SALMONELLA ISOLES AU CONGO BELGE : 
S. INGANDA (6,7 : z10: 1,5), S. IPEKO (9,12: ¢: 1,6) 
ET S. BOLOMBO (3,10: z38: =) 


par E. VAN OYE, C. LUCASSE, V. HERIN et M@e M. BEAUFORT. 


(institut de Médecine Tropicale « Princesse Astrid », Léopoldville 
[Directeur: D" E. van Oye], Laboratoire médical provincial de 
Coquilhatville [Directeur : D™ C. Lucasse], et Service vétérinaire 
provincial [Directeur : D™ méd. vét. V. Hérin]) 


Les trois nouvelles salmonelles qui seront décrites dans cette note 
ont toutes été isolées au Laboratoire médical de Coquilhatville, chef- 
lieu de la Province de l’Equateur au Congo belge. 

Deux souches de S. inganda proviennent de ganglions mésenté- 
riques de deux porcs différents, examinés le méme jour. S. ipeko a été 
isolée 4 trois reprises, deux fois par coproculture chez des indigenes 
(dont un présentait en méme temps une infection a S. uganda) et 
une fois par culture d’un ganglion chez un porc. Enfin, S. bolombo 
a été trouvée une premiére fois chez un porc, par culture d’un gan- 
clion mésentérique, et une seconde fois chez une poule, par culture 
de moelle osseuse. 
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Les propriétés biochimiques de ces trois nouveaux sérotypes sont 
identiques : il y a fermentation, dans les vingt-quatre heures et avec 
production de gaz, de l’arabinose, de la dulcite, du glucose, du mal- 
tose, de la mannite, du rhamnose, de la sorbite, du tréhalose ect du 
xylose. Ne sont pas attaqués en trente jours: l’adonite, l’inosite, !e 
lactose, le saccharose et la salicine. 

Les germes produisent de lhydrogéne sulfuré et réduisent les 
nitrates. Ils ne se développent pas dans le milieu de Braun au KCN. 
La réaction de Stern est négative chez les trois types. 

Il n’y a pas de liquéfaction de la gélatine, ni production d’indole, 
ni décomposition de l’urée. La réaction de Voges-Proskauer est néga- 
tive, celle au rouge de méthyl est positive. 

Les cultures se développent en vingt-quatre heures sur le milieu 
au citrate de soude de Simmons et acidifient le milieu au D-tartrate 
de Jordan et Harmon. 

Les propriétés biochimiques de ces trois nouveaux types sont ainsi 
caractéristiques pour les membres du groupe Salmonella ; leurs carac- 
teres culturels et morphologiques le sont également. 

La détermination de la structure antigénique n’a pas présenté de 
difficultés et a pu se faire sams qu’il ait été nécessaire de recourir A la 


x 


fabrication de nouveaux sérums ou a des absorptions croisées. 


1° L’antigéne somatique de S. inganda est agglutiné par un sérum 
anti-O :6, 7, 8 non-absorbé, ainsi que par un sérum anti-O : 7 absorbé ; 
il ne Vest pas par un sérum anti-O :8 pur. 

L’antigéne de la phase flagellaire-l1 est agglutiné au titre par un 
sérum anti-H :z,, a l’exclusion de tous les autres. L’antigéne de la 
phase flagellaire-2 est agglutiné par un sérum non-absorbé anti- 
H:1, 2, 5, 6, 7 ainsi que par un sérum absorbé anti-H: 5. 

La structure antigénique de S. ingadnda peut donc étre représentée 
par Ja formule = 6,7 : z,, :1,5. 

2° L’antig¢éne somatique de S. ipeko est agglutiné au titre par les 
sérums anti-O du groupe sérologique D. 

L’antigéne flagellaire de la premiére phase est agglutiné uniquement 
par un sérum anti-H: c¢ ; celui de la seconde phase est agglutiné par 
un sérum non-absorbé anti-H :1, 2, 5, 6, 7, ainsi que par le sérum 
anti-H :6 pur. 

La formule antigénique de S. ipeko est donc: 9,12 :¢:1,6. 

3° L’antigéne somatique de S. bolombo est agglutiné par un sérum 
non-absorbé anti-O du groupe sérologique E, et par un sérum anti- 
G:10 pur. Cette Salmonella appartient donc au sous-groupe sérolo- 
gique E. 1. 

L’antigéne flagellaire est agglutiné au titre par un sérum anti-H : z,,. 
Des essais en tube de Craigie et sur plaque de Gard avec gélose semi- 
solide additionnée d’un sérum anti-H :z,, ont montré que ce germe 
est monophasique. Sa structure antigénique est donc : 3,10 :z,, —. 


Nous tenons A remercier le professeur F. Kauffmann, Directeur du 
Centre International des Salmonellae A Copenhague, qui a bien voulu 
controler ces trois nouveaux sérotypes. 
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Résumé. — Les auteurs signalent la découverte au Congo belge de 
trois nouveaux sérotypes du groupe Salmonella, notamment: S. 
inganda (6,7:2,,:1,5), S. ipeko (9,12:¢:1,6) et S. bolombo 
Gils as): 


SUMMARY 
Three new Salmonella serotypes isolated in the Belgian Congo are 


described, namely S. inganda (6,7 :z,,:1,5), S. tpeko (9,12:6¢ ealeG)) 
and S. bolombo (38,10 : z,, :—). 


UNE NOUVELLE SALMONELLA 
ISOLEE AU CONGO BELGE : 
S. BUKAVU (1,40: L,z28: 1,5) 


par E. VAN OYE, P. VASSILIADIS, P. JANSSEN et G. VAN LOOY. 


Unslitut de Médecine Tropicale « Princesse Astrid », Léopoldville 
[Directeur : D™ E. van Oye], et Laboratoire médical provincial de 
Bukavu [kivu, Congo belge]) 


La nouvelle Salmonella qui sera décrite dans cette note, et qui 
a recu le nom de Salmonella bukavu, a été isolée par coproculture 
chez une femme indigtne qui souffrait de troubles gastro-intestinaux. 
L’isolement a été fait au Laboratoire médical de Bukavu, chef-lieu de 
Ja province du Kivu au Congo belge. 

Le germe posséde les caractéres culturels et morphologiques usuels 
d'une Salmonella et les propriétés biochimiques suivantes : fermen- 
tation, en un jour et avec production de gaz, de J’arabinose, de !a 
dulcite, de l’inosite, du glucose, du maltose, de la mannite, du 
rhamnose, de la sorbite, du tréhalose et du xylose. L’adonite, le lac- 
tose, le saccharose et la salicine ne sont pas attaqués en trente jours. 

Le germe produit de lhydrogéne sulfuré et réduit les nitrates. La 
réaction de Stern est positive aprés deux jours. Il ne se développe 
pas dans le milieu de Braun au KCN. 

La réaction de Voges-Proskauer est négative, celle au rouge méthyl 
est positive. La gélatine n’est pas liquéfiée, et l’urée n’est pas décom- 
posée. Il n’y a pas de production d’indole. 

On observe les résultats suivants dans les milieux contenant des 
acides organiques : citrate +1, mucate +”, D-tartrate X, L-tartrate —™ 
et J-tartrate —*. 

Sur lames, la culture est agglutinée par nos sérums anti-O :40 et 
et O: 49. Nous avions préparé ce dernier avec une culture de S. bula- 
wayo chez qui Kauffmann et Deom (1957) avaient signalé la présence, 
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en plus de l’antigéne somatique O : 49, du facteur O :40. Nous avions 
ainsi été amenés tout d’abord A croire que l’antigéne somatique de 
S. bukavu devait ¢tre 0:49, étant donné que les germes du groupe 
sérologique « S » ne posstdent pas cet antigéne. P. R. Edwards, que 
nous tenons a remercier de son obligeance, a attiré l’attention sur ce 
qui était une erreur (vide infra). 

Nous avons alors entrepris des recherches plus approfondies et en 
avons consigné les résultats dans le tableau I. Il ressort de ces 
données que les antigénes somatiques de S, bukavu sont identiques 
ui ceux de S, johannesburg, que ces deux sérotypes possédent, en plus 
de l’antige¢ne O : 40, un facteur qui n’est pas présent chez S. bulawayo 
et que, d’autre part, cette derniére posstde également un facteur qui 
est absent chez S. bukavu et S. johannesburg. 


Tanteau I. — L’antigéne somatique de Salmonella bukavu. 


Antigénes 


S.bulawayo S.johannesburg 


S.bulawayo 
non-absorbé 
absorbé par 

S.johannesburg 
S.bukavu 


S.johannesburg 
non-absorbé 
absorbé par 

S.bulawayo 
S.bukavu 


S.bukavu 
non-absorbé 
absorbé par 

S.bulawayo 
S.johannesburg 


Mais l’antigéne somatique majeur de ces trois Salmonellae est bien 
OQ :40 et il convient dés lors d’écrire la formule antigénique de 
S. bulawayo = 1,40:z:1,5 et non pas = (1),49:2:1,5. En fait, nous 
nous rallions ici & Vopinion unanime des D's Edwards, Taylor et 
Kauffmann (comm. pers.). 

L’antigéne somatique de S. bukavu étant le méme que celui de 
S. johannesburg, il s’écrit évidemment : 1,40. 

L’antigéne flagellaire de la phase-1 est identique 4 celui de S. javiana 
(= 1,z,,). Ceci ressort de réactions d’agglutination avant et apres 
absorptions croisées des sérums que nous avons préparés a laide de 
l’antigéne flagellaire « spécifique » de ces deux sérotypes. 

L’antigéne de la phase flagellaire-2 est agglutiné par un sérum non- 
absorbé anti-H :1, 2, 5, 6, 7 et par le sérum anti-H :5 pur. 

La structure antigénique de S. bukavu est donc = 1,40 :1,z,, :1,5. 
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Nous tenons & remercier le professeur Kauffmann, Directeur du 
Centre International des Salmonellae & Copenhague, d’avoir bien voulu 
controler ce nouveau sérotype et nous faire part de ses avis el 
conseils. 


Résumé. — Description d'une nouvelle Salmonella isolée par copro- 
culture chez une femme indigéne du Congo belge: S. bukavu = 
1 40): B25, 4 dg: 


SUMMARY 


The description is given of a new Salmonella serotype isolated from 


a native woman of the Belgian Congo: S. bukavu = 1,40 :1,z,, :1,5. 


BIBLIOGRAPHIE 
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RECHERCHES SUR L’ANTAGONISME D’/UNE PART, 
ET LE RENFORCEMENT D/ACTIVITE D’AUTRE PART 
DE QUELQUES ANTIBIOTIQUES COMBINES PAR PAIRES 


par H. J. OSKAM et M¥e A. KOELMAN. 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Clinique Médicale de l’Université d’Utrecht) 
(Présenté par M. VAN DEINSE). 


Le probléme de l’interférence des antibiotiques, appliqués en combi- 
naisons, est a l’ordre du jour. Non seulement les résultats changent 
avec les méthodes d’investigation, mais la discussion sur ]’existence 
de synergie ou d’antagonisme entre deux antibiotiques est rendue 
difficile par l’imprécision des définitions. Derniérement, Garrett [2], 
en passant en revue les différentes possibilités, vient d’augmenter 
encore l’imbroglio en proposant un nouveau classement des notions. 

En 1956, Chabbert [4] a décrit l’antagonisme existant entre l’éry- 
thromycine et la spiramycine quant a leur action sur des staphylo- 
coques résistants 4 l’érythromycine et sensibles & la spiramycine. A 
la suite de notre description [4] d’une technique permettant d’obtenir 
le renforcement réciproque d’activité de la combinaison érythromycine- 
tétracycline, M. Chabbert a bien voulu mettre A notre disposition 
un certain nombre de ses souches, pour que nous puissions les exa- 
miner selon notre technique. 

Entre temps, nous avons développé une méthode plus exacte pour 
déterminer les concentrations équivalentes des  diverses  antibio- 
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tiques [5], permettant d’exprimer par un seul nombre le rendement 
de croissance des bactéries dans une culture. Ce rendement relatif est 
obtenu par addition des pourcentages d’absorption de la lumiére par 
la culture apres 2,5, 5, 7,5 et 24 heures d’incubation. 

A Vaide de ce rendement relatif, indiqué par Sa, nous calculons 


100+ %abs 


ERY THROMYCINE + TETRACYCLINE 


MVM. pyogenes Mer 
/=148 


Fic. 1. — Effet de la combinaison érythromycine + télracycline. I = 1,48. 


Vindice d’interférence, indiqué par la lettre I. Cet indice exprime la 
relation existant entre le rendement moyen, obtenu en présence de 
2 unités retardatrices des antibiotiques isolés, et celui obtenu en 
présence de la combinaison de 1 unité de chacun d’entre eux. La 
formule suivante exprime cette relation : 


XY 

X et Y représentant les unités retardatrices des substances X et Y. 

Quand il s’agit d’une simple addition des effets d’antibiotiques com- 
binés, on s’attendra 4 ce que I = 1 environ, qu’un antagonisme éven- 
tuel soit exprimé par I<J1 et un renforcement par I> 1. Les deux 
figures illustrent la détermination de I pour deux combinaisons. Ces 
figures montrent en outre que l’interférence des antibiotiques ne peut 
étre jugée uniquement d’aprés la croissance au bout de 24 heures 
d’incubation. C’est peut-étre pour cette raison que Levitt et Hubble [3] 
et Wiesmann [6] n’ont pu confirmer nos résultats. 
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Le tableau présente les résultats obtenus par des combinaisons par 
paires de quatre antibiotiques : tétracycline [T], érythromycine [E], 
cléandomycine [O] et spiramycine [S] (1). Les chiffres sont aussi 
simples que surprenants. Ils confirment l’antagonisme ES et le ren- 
forcement d’activité dans le cas de ET. Les combinaisons OT et ST 


100 lo Ws a bs 
ERYTHROMYCINE + SPIRAMYCINE 
8O-F 
60+ 
40h 
iff M pyogenes Mer 
20b fi 
f / 
/ 
ae 
O L. ae | cee Oe 
eS es 24h 
Fic. 2. — Effet de la combinaison érythromycine + spiramycine. JI = 0,86. 
Tasteau I. — Indices d’interférence (I) et unités de retardement (U,). 


Souches de Combinaisons U, en ug/ml 
M. pyogenes ET OT -St)) EO! ES 0S E (0) Ss ui 


Ang 
(en triple) 0,25 10,45 |1,357 |23 


” 
_ 


—-HNONNM 
DNAIOW Ww 


2 
0 
1 
) 
0 
0 
0 

|o 


£) 
’ 
’ 
, 
’ 


(1) La spiramycine nous a été aimablement fournie par Specia, sous le 
nom de Rovamycine ; l’oléandomycine (Romicil) par Hoffmann-La Roche ; 
lérythromycine (Ilotycin) par la Maison Lilly. Nous les remercions de leur 
bienveillante collaboration. 
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ont un comportement analogue a celui de la combinaison KT ; celui 
des combinaisons EO et OS est peut-étre analogue & celui de ES, mais 
cela est moins évident. 

Pour les antibiotiques étudiés, l’interférence semble étre pratique- 
ment indépendante du degré de sensibilité individuelle des souches 
utilisées : cela ressort des valeurs des unités retardatrices différentes 
entre elles (U;). 


Concnhusion. — Nos résultats semblent corroborer l’opinion de 
Garrett [2], d’aprés laquelle des combinaisons standard, destinées A la 
vente au public, peuvent étre choisies de telle facon que les avantages 
dépassent les inconvénients. Cela ne signifie nullement que la déter- 
mination de l’antibiogramme soit devenue inutile: elle garde toute 
sa valeur au contraire, car elle permet de faire un choix judicieux 
parmi les préparations proposées dans le commerce pharmaceutique. 


Résumé. — De nouvelles recherches ont confirmé l’existence d’un 
antagonisme entre érythromycine et spiramycine, et d’un_ renforce- 
ment d’activité entre érythromycine et tétracycline. Cette interférence 
se révéle indépendante de la sensibilité des souches étudiées. 


SUMMARY 


STUDIES ON ANTAGONISM AND POTENTIATION 
OF SOME ANTIBIOTICS ASSOCIATED BY PAIRS. 


The existence of an antagonism in vitro between erythromycin and 
spiramycin and of potentiation between erythromycin and tetracyclin 
has been confirmed by a new series of experiments. It seems, that 
the interference does not depend on the sensitivities of the strains 
tested. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DU VIRUS DE COXSACKIE 
EVOLUTION DES LESIONS CHEZ LE SOURICEAU 


par R. CAMAIN et P. BRES. 


(Institut Pasteur de l’A. O. F., Dakar) 


Lors de l’isolement de souches de virus de Coxsackie A [4] par 
inoculation aux souriceaux nouveau-nés, la régularité quasi chrono- 
métrique de l’ordre d’apparition des localisations musculaires du virus 
et de leurs symptémes est un fait remarquable. Il semble que le 
virus se comporte comme s’il obéissait & un tropisme musculaire 
singuliérement électif. 

Nous avons donc tenté de suivre lordre d’apparition des lésions de 
myosite dans les différents groupes musculaires en pratiquant un 
examen anatomo-pathologique des souriceaux inoculés par voie intra- 
cérébrale ou par voie intrapéritonéale et sacrifiés de douze en douze 
heures aprés |’inoculation. 


MATERIEL ET METHODES. — L’inoculation a été effectuée chez des souri- 
ceaux Agés de 48 heures. Johnsson [2] rapporte que les symptoémes carac- 
téristiques chez les souriceaux apparaissent de trois A six jours aprés 
Vinoculation pour les souches A. L’évolution mortelle des paralysies a été 
beaucoup plus rapide chez nos souriceaux, mais peut-étre s’agit-il d’une 
sensibilité particuliére de notre élevage. 

La souche de virus inoculée, souche KO (deuxiéme passage), appartient 
au groupe A type 6 (1) et a été isolée 4 Dakar en 1957. L’inoculum est 
constitué par une suspension dans 2 ml d’eau physiologique d’un cerveau 
de souriceau servant a l’entretien de la souche. Le souriceau est sacrifié 
au stade paralytique et le cerveau est conservé 4 — 20°. L’inoculation des 
souriceaux est faite 4 la dose de 0,05 ml par voie intrapéritonéale ou 
0,01 ml par voie intracérébrale. 


R&suLTATs. — Aspect clinique: Douze et vinglt-quatre heures aprés 
Vinoculation, il n’y a rien a signaler qui soit apparent. A la trente- 
sixiéme heure, alors qu’il ne se passe rien pour les souriceaux inoculés 
par yoie intracérébrale, les premiers symptOmes de paralysie se mani- 
festent pour ceux inoculés par voie intrapéritonéale. Nous avons toujours 
vu la paralysie débuter de la méme facon. I] s’agit d’abord d’une 
parésie frappant un seul des deux membres postérieurs : celui-ci a 
tendance & rester en extension et quand le souriceau veut se déplacer, 
la force segmentaire du membre opposé étant encore normale, il 
effectue un mouvement giratoire. A la quarante-huititme heure, 
Vaffaissement du train postérieur qui s’ébauchait déja est devenu net. 
Les tentatives de mouvements encore observées sont incapables de 


(1) Identification due & V’obligeance du professeur Dalldorf a gui nous 
adressons nos remerciements. 
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soulever la ceinture pelvienne. Les pattes postérieures s’immobilisent 
indifféremment en flexion ou en extension. A la soixantiéme heure, ie 
souriceau git, inerte, présentant souvent des signes de cyanose. 

Les souriceaux inoculés par yoie intracérébrale présentent toujours 
un retard de douze heures pour l’apparition des mémes symptomes. 

Aspect histopathologique: Si l’on tente de faire la synthese de 
Vensemble des constatations histopathologiques, on aboutit aux conclu- 
sions suivantes : 

1° Les lésions histopathologiques vont sensiblement de pair avec les 
signes cliniques et, aussi bien pour les souriceaux inoculés par voie 
intracérébrale ou intrapéritonéale, on ne décéle aucune altération 
dans les prélévements de la douziéme et de la vingt-quatri¢éme heure. 

2° De méme que sur le plan clinique, il s’avére exister un léger 
décalage dans l’apparition des lésions histopathologiques entre souri- 
ceaux inoculés par voie intracérébrale et .souriceaux inoculés par voie 
intrapéritonéale : pour les premiers, les lésions apparaissent a la qua- 
rante-huiti¢me heure, tandis que pour les seconds ces mémes lésions 
seront trouvées a la trente-sixiéme heure. 

3° Compte tenu de la remarque précédente, et si l’on désigne par 
« T » () Vépoque d’apparition des premiéres lésions, on aboutit aux 
constatations suivantes : 

Alors qu’au temps T —12 h, aucun signe prémonitoire valable 
ne pouvait étre retenu, au temps T vont apparaitre assez brutalement : 

a) Un énorme cedéme interstitiel au niveau des muscles de la cein- 
ture pelvienne et plus spécialement sur les muscles qui prennent leur 
insertion sur la face antérieure et antéro-externe du trochanter et 
sur la branche ilio-pubienne. A peu pres simultanément, cet cedeéme 
apparait dans les muscles de la loge antérieure de la cuisse et dans 
le psoas. 

b) En méme temps que cet cedéme s’observent des lésions mus- 
culaires trés sévéres et qui consistent en une hypotrophie ou une 
atrophie des fibres striées des groupes musculaires plus haut cités ; 
certaines de ces fibres perdent leur striation et font une dégénéres- 
cence hyaline. Dans certaines fibres également on peut saisir des 
images de caryorrhexis. I] convient de noter que les lésions peuvent 
étre plus accusées sur un hémi-bassin que sur l’autre. 

c) Les lésions viscérales sont trés discrétes, varient d’un sujet & ]’autre 
et consistent en un infiltrat pulmonaire interstitiel lympho-histiocy- 
taire plus ou moins important. 

Au temps T+12, on va observer : 

a) Au niveau des groupes musculaires déja atteints au temps T, une 
diminution de l’cedéme et l’apparition d’un infitrat interstitiel impor- 
tant de nature essentiellement lympho-histiomonocytaire ; 

b) Une aggravation des lésions musculaires, et on peut saisir dans 
certaines fibres altérées des tentatives de régénérescence (mise en état 
histiocytaire de la fibre) avec plurinucléation trés marquée de cette 


derniére ; 


(2) T se situe vers la trente-sixiéme heure pour la série inoculée par voie 
intrapéritonéale et vers la quarante-huititme heure pour la série inoculée 
par voie intracérébrale. 
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c) Simultanément, l’apparition des lésions d'autres groupes mus- 
culaires : ceux des muscles de la ceinture pelvienne qui n’étaient pas 
atteints, les muscles jambiers (atteinte discréte), les muscles de la 
ceinture scapulaire (l’atteinte de ces derniers pouvant étre constatée 
seulement au temps T + 24 h). 

d) Les signes viscéraux se résument toujours 4 une broncho-pneu- 
monie interstitielle plus ou moins marquée. 

Au temps T + 24 h: 

a) Les atteintes musculaires vont porter, mais de maniére incons- 
tante, sur de nouveaux groupes: intercostaux, muscles de la paroi 
abdominale, muscles des gouttiéres vertébrales, diaphragme (un cas 
seulement). 

b) Au niveau des muscles premiers atteints, ]’ceed@me a beaucoup 
diminué ; par contre, infiltrat et lésions dégénératives sont plus vifs. 

c) Le myocarde présente de l’cedéme interstitiel et on peut y saisir 
quelques rares coulées d’infiltrat lympho-histiocytaire. 

d) Au niveau du poumon, on note des hémorragies alvéolaires 
contingentes, mais pouvant aller jusqu’éa la constitution de véritables 
inondations hémorragiques pulmonaires. 


Le temps T + 36 h n’est pas toujours atteint et les lésions histolo- 
giques sont assez superposables a celles du temps T + 24. 

Ces faits sont d’ordre positif, par contre on peut noter comme carac- 
téres négatifs : 

1° L’absence d’altérations des muscles linguaux, laryngés, carpo- 
métacarpiens et tarso-métatarsiens, encore que ces deux groupes mus- 
culaires puissent étre trés tardivement touchés. 


2° L’absence d’altérations (au moins histologiquement décelables) 
du foie, des reins, du pancréas (endocrine et exocrine), de 1’intestin, 
des gonades, de la thyroide, du thymus, de la rate, des tissus osseux, 
cartilagineux, et enfin et surtout de l’axe encéphalo-médullaire. 

L’affection en cause ici se présente avant tout comme une myopathie 
avec atteinte précoce des muscles de la ceinture pelvienne et des 


cuisses, se généralisant par la suite et s’'accompagnant d’une fréquente 
atteinte pulmonaire. 


ConcLusions, — Chez les souriceaux de 48 h inoculés avec une souche 
de Coxsackie du groupe A, les examens anatomo-pathologiques sériés 
’ intervalles réguliers montrent que les muscles atteints sont le sitge 
d’un cedéme interstitiel d’apparition assez brutale qui ensuite diminue 
notablement alors qu’apparaissent une infiltration inflammatoire et 
des Iésions dégénératives. Les lésions musculaires sont d’abord loca- 
lisées aux muscles de la ceinture pelvienne puis progressent vers 
Vextrémité céphalique, intéressant tour 4 tour les muscles de la paroi 
abdominale, des gouttiéres vertébrales, des espaces intercostaux et 
atteignant enfin la ceinture scapulaire. Des lésions pulmonaires et 
parfois myocardiques surviennent ensuite, annoncant le stade_ ter- 
minal. 

On ne peut manquer d’étre frappé par la similitude que présentent 


tous les souriceaux dans la régularité de l’ordre d’apparition des 
atteintes musculaires. 
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SUMMARY 


CONTRIBUTION TO THE STUDY OF COXSACKIE VIRUS. 
EVOLUTION OF THE LESIONS IN SUCKLING MICE, 


Fourty-eight hours old suckling mice are inoculated with a Coxsackie A 
virus strain. Serial histopathological studies, carried out at constant 
intervals, show in the diseased muscles an interstitial oedema, appearing 
rather suddenly and then significantly decreasing ; at the same time, 
an inflammatory infiltration and degenerative lesions appear. The 
lesions are first localized in the pelvic muscles ; they reach the abdo- 
minal, the vertebral, the intercostal spaces muscles, and at last, the 
scapular muscles. 

Then pulmonar and sometimes myocardial lesions appear, preceding 
ihe death of the animal. 

In all the suckling mice studied, the muscular lesions always appear 
following the same order. 
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